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Resumen

La fermentacion es uno de los procesos de conservacion de alimentos mas antiguo. Su
popularidad se debié a que no solo preservaba los alimentos, sino que también les otorgaba
una gran variedad de sabores, formas y otras caracteristicas sensoriales. Es un proceso que
consiste en la transformacion de materia prima simple en una gama de productos de valor
anadido mediante la utilizacion de los fendmenos de crecimiento de microorganismos y sus

actividades en diferentes substratos.

Las Bacterias Acido Lécticas (BALs) son el grupo de microorganismos mas importante usado en
la fermentacion de alimentos debido a que pueden producir: sustancias antimicrobianas,
polimeros de azucar, endulzantes, compuestos aromaticos, vitaminas, enzimas y también por
sus propiedades probidticas. Se destaca su capacidad para acidificar la leche mediante la
produccidon de acidos organicos, principalmente el acido lactico. Los géneros mas utilizados
como cultivos iniciadores en los procesos de fermentacién de productos lacteos, carnicos y de

bebidas son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus.

Streptococcus thermophilus es considerada como la segunda especie mas importante dentro
de las bacterias acido lacticas de uso industrial. Esta involucrada en el proceso de acidificacion

de la leche y en la elaboracion de varios productos lacteos (quesos y yogurt).

A pesar de los grandes esfuerzos, la infeccion de bacteriéfagos a cultivos de BALs iniciadoras
sigue siendo la causa mas comun en el enlentecimiento o fermentacion incompleta en la
industria lactea, pudiendo causar la pérdida del total de la produccion. Por lo tanto, contar con

cepas resistentes a los bacteridfagos es un objetivo de interés en la industria lactea.

Se ha comprobado que las bacterias y arqueas son capaces de adquirir resistencia a
bacteriofagos mediante la integracidn de fragmentos cortos de acidos nucleicos foraneos en el
cromosoma del huésped. Dichos fragmentos (espaciadores) son integrados en un extremo de
un elemento génico repetitivo conocido como locus CRISPR (clustered regularly interspaced

short palidromic repeats) [17].

Estudios de analisis gendmicos comparativos en S. thermophilus han establecido una relaciéon
entre el locus CRISPR y la resistencia a bacteriéfagos. Por lo tanto, contar con el conocimiento
de este sistema es de suma importancia para el mejoramiento de cepas, de manera que sean

mas resistentes al ataque de bacteriéfagos.
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1.1 Bacterias acido lacticas
Generalidades

Las bacterias acido lacticas (BALs) son un grupo de bacterias Gram positivas, cocos o bacilos, no
esporulados, anaerobias aerotolerantes y productora de acido lactico como uno de los productos
principales de la fermentacion de carbohidratos [1][2]. De acuerdo a la clasificacion taxondmica
actual, pertenecen al phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales. A nivel filogenético las
BALs se pueden clasificar mediante criterios de biologia molecular, por ejemplo mediante la
secuencia del ARNr 16S [2]. Pueden crecer a temperaturas desde 5°C a 45°C y su condicion de pH
optimo es entre 5,5 y 6,5. Estas bacterias tienen un requerimiento nutricional complejo incluyendo:
amino acidos, péptidos, bases nucleotidicas, vitaminas, minerales, acidos grasos y carbohidratos [1].
Las BALs son el grupo de microorganismos mas importantes usados en la fermentacién de
alimentos. Tienen gran relevancia debido a caracteristicas fisioldgicas, tales como la utilizacién de
sustratos, capacidades metabdlicas y sus propiedades probidticas [1]. La importancia de las BALs a
nivel industrial esta relacionada con su aceptacién como microorganismos seguros (GRAS) para el

consumo humano y por sus habilidades fermentativas [1][2].

Los géneros mas comunmente utilizados como cultivos iniciadores en los procesos de fermentacion
de productos lacteos, carnicos y de bebidas son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
y Streptococcus [1]. Sin embargo, algunos géneros (Streptocuccus, Lactococcus, Enterocuccus,
Carnobacterium) también contienen especies o cepas reconocidas como patdégenos humanos o de
animales, por lo que es importante contar con un conocimiento a fondo de la taxonomia,
metabolismo y biologia molecular de las BALs, para maximizar el aprovechamiento de las

propiedades tecnoldgicas de estos organismos evitando riesgos potenciales [2].

Importancia de las bacterias acido lacticas en la industria lactea

Las BALs estan asociadas a la industria de alimentos fermentados debido a que pueden producir
sustancias antimicrobianas, polimeros de carbohidratos, endulzantes, compuestos aromaticos,

vitaminas, enzimas Utiles y también por sus propiedades probidticas (tabla 1) [3].

La propiedad mas importante es su capacidad para acidificar la leche mediante la produccion de
acidos organicos, principalmente el acido lactico. También se caracterizan por la produccion de otros
compuestos tales como; acido acético, etanol, compuestos aromadticos, bacteriocinas,

exopolisacaridos y enzimas de manera de prolongar la duracion y la seguridad microbiana de los
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productos fermentados (yogurt, quesos), mejorando asi también la textura y contribuyendo con un

perfil sensorial agradable [3].

Existen las especies homofermentativas de BAL, que convierten mayoritariamente la lactosa de la
leche en 4cido lactico, y por otro lado se encuentran las especies heterofermentativas que

convierten la lactosa en acido lactico, acido acético, etanol y CO2 [4].

La presencia de BALs en la fermentacion de la leche puede deberse a que la leche es su habitat
natural, o por inoculacion como cultivo iniciador [4]. Se entiende como cultivo iniciador una
preparacion microbiana de gran nimero de células de al menos un microorganismo que se afiade a
una materia prima para producir un alimento fermentado mediante la aceleracion y la direccion de
su proceso [3]. Aunque en las fermentaciones espontaneas el crecimiento de BALs no se puede
predecir o controlar, este procedimiento se ha practicado y llevado a cabo tradicionalmente por

anos por ejemplo en la produccién de algunos quesos artesanales.

La accidn conservante de los cultivos iniciadores en los sistemas alimentarios, se atribuye a la accion
combinada de una gama de metabolitos antimicrobianos producidos durante el proceso de
fermentacién [3], en particular productos finales, tales como algunos acidos organicos (lactico,
acético y propionico). Los acidos organicos pueden estar naturalmente presentes como
constituyentes de los alimentos o se pueden afadir directamente o indirectamente a los productos.
La fermentacién de azucar, seguido por una reduccidén en el pH debido a la produccion de acido
lactico y otros acidos organicos es un factor importante para la inhibicidon de crecimiento de
microorganismos no deseados. El pH bajo hace que los acidos organicos se vuelvan liposolubles, lo
gue les permite atravesar la membrana celular y alcanzan el citoplasma de patdogenos. Los niveles y
tipos de acidos organicos producidos durante el proceso de fermentacion dependen de la especie de

organismos, composicion del cultivo y de las condiciones de crecimiento [1].

La deteccion de acidos organicos producidos por las bacterias del acido lactico tiene un gran
significado para la industria alimentaria ya que los cultivos iniciadores mas adecuados tienen la
capacidad de mejorar la calidad y la inocuidad de los alimentos. Estos se pueden seleccionar de
acuerdo a sus caracteristicas tecnoldgicas, incluida su eficacia en la produccion de acido lactico y
capacidad de reduccién de pH, asi como la actividad antimicrobiana frente a patdgenos transmitidos

por los alimentos, cuando se utilizan como cultivos iniciadores [1].

Por otro lado, la aplicacion de BALs como cultivos iniciadores permitié la produccion vy

manufacturacion a gran escala de productos fermentados de la leche bajo condiciones controladas.

En el caso de los quesos los cultivos iniciadores de BALs son responsables de su sabor. Segun el rol

de BALs estas pueden ser divididas en dos clases; las iniciadoras y las no iniciadoras. Las primeras se

4
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caracterizan por la produccion de acido lactico y por influir en el proceso de maduracion, mientras
gue las segundas contribuyen mas durante el proceso de maduracion. La formacidn y caracterizacion
del sabor de las diferentes variedades de quesos se genera durante el proceso de maduracion de las
dos clases de BALs, mediante los siguientes pasos: metabolismo de la lactosa, del lactato y citrato;
liberacion de acidos grasos por lipdlisis, degradacion de caseina por protedlisis, seguido por el

catabolismo de aminoacidos [5].

Tabla 1. Alimentos y bebidas fermentados, y su relaciéon con BALs [3].

Tipo de producto fermentado Bacterias acido lacticas

Productos lacteos
-Quesos duros sin ojos

L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris

-'Quesos con ojos pequefios

L. factis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis,
L. lactis subsp. cremors, leuc. mesenteroides subsp. aemaoris

- Tipos de quesos suizos e italianos

1h. delbrueckii subsp. hetis, Lh. helveticus, Ib, casel,
1h, delbrueckii subsp, bulgaricus, S. tharmophilus

-Manteca L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis,
L lactis subsp. cremors, Leuc. mesenteroides subsp. aemoris
- Yogourt 1b. delbrucckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus

~Fermentos probioticos

Lh. cases, L. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. johnsonil,
B. laatis, B. bifidum, B. breve

-Kefir

Lh. kefu, Lb. kefiranofacies, Lb. brevis

Fermentos carnicos
-Salchichas fermentadas (Europa)

Lb. sakei, Lb. curvatus

-Salchichas fermentadas (USA)

P. acidilactici, P. pentosaceus

Fermentos derivados del mar

Lb. aimentanius, C. piscicola

Fermentos de veaetales
- Chucrut

leue, mesenteroides, th, plantarum, P, acidilactici

-Pickles

Leuc. mesenteroides, P. cerevisiae, Lh, brevis, b, plantarum

- Olivas fermentadas

Leuc. mesenteroides, Lb., pentosus, Lb., plantarum,

“Vegetales fermentados

P. aceddactics, P. pentosaceus, Lh. pbntarum, Lb. fermentum

Salsa de soja

T halophilus

Fermentos de cereales
“Masa fermentada

Lb. saniransscensis, Lb. faraminis, Lb. fermentum, Lb. brevis,
Lh. plantarum, Lb. amyiovorus, Lb. reuten, Lb. pontis, Lb. panis,
Lh. alimentanius, W. cibana

Bebidas alcoholicas
-Vino

0. oeni

-Vino de arroz

b, sakei

* B.=Biidobacterum C.= Camobactenium, L.=lactococcus, Lb.=lactobacillus, Leuc.=Lleucnostoc, 0.= Oenococcus, P.=Pediococcus,
§.=Streptococcus, T.= Tetragenococcus, W.= Weisselh,

Para la fabricacion de yogur los cultivos de BALs mas utilizados son cepas de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, los cuales mediante su asociacion y beneficio mutuo
generan la produccion de metabolitos volatiles que determinan el sabor, liberando aminoacidos de

la leche y acidos orgénicos, produciendo mas acido lactico y compuestos aromaticos.

La leche es pobre tanto en aminoacidos libres como en péptidos cortos, y el dptimo crecimiento de
las BALs requiere hidrdlisis de caseina, degradacidon e internalizaciéon de los pequefios péptidos
formados, o en su defecto la sintesis de novo de ciertos aminodcidos. La eficiencia del proceso de

fermentacion esta relacionada con la capacidad para metabolizar el Nitrégeno [2].



1. Introduccién

1.2 Streptococcus thermophilus
Generalidades

Streptococcus thermophilus es considerada como la segunda especie mas importante dentro de las
bacterias acido lacticas de uso industrial después del Lactococcus lactis. Tiene un valor de mercado
de alrededor 40 billones de ddlares americanos. Es una especie reconocida generalmente como

segura (GRAS), alrededor de 10?* células vivas son ingeridas anualmente por el hombre [6][7].

Posee un genoma core de 1271 genes [6], de los cuales algunos parecen ser originarios de otras
especies lacteas tales como Lactococcus lactis y Lactobacillus delbrueckii, lo que contribuyd a su
adaptacion al medio lacteo[6]. Por otro lado estan muy relacionados con especies de Streptococcus
patégenos para humanos (S.pneumoniae, S.pyogenes, S.agalactiae), que causan por ejemplo

neumonia, sepsis bacteriana o meningitis.

Esta especie esta involucrada en el proceso de acidificacion de la leche y en la elaboracién de varios
productos lacteos fermentados [8][9]. Tradicionalmente es utilizada en combinaciéon con
Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus o Lactobacillus. helveticus para la manufacturacion de
yogurt y los “hard cooked cheeses” tales como: emmental y gruyere. Son procesos que requieren
relativamente altas temperaturas (45°C). La tasa de acidificacion es un rasgo dependiente del
metabolismo de cada cepa, y puede estar influenciado por diversos factores como; el metabolismo

lactosa-galactosa, el sistema proteolitico y de la actividad ureolitica [6].

Metabolismo de azuicares

S.thermophilus es una BALs homofermentativa obligada, con capacidad limitante de utilizacion de
carbohidratos. Su principal funcién en la industria lactea es intervenir en el proceso de
fermentacidn, convirtiendo la lactosa en lactato (L-lactato) de manera rapida y a una temperatura
elevada, aunque también es capaz de contribuir en la textura y el sabor del producto final mediante

la produccion de otros compuestos.

A diferencia de otras bacterias Gram positivas prefiere la lactosa como principal fuente de carbono y
energia en vez de glucosa. S. thermophilus tiene la caracteristica de cometabolizar sacarosa y lactosa
mediante un sistema de fosfotransferasas (PTS) y sustratos de no-PST respectivamente, indicando
gue estos carbohidratos no son jerarquicamente controlados [6]. Es incapaz de metabolizar

galactosa y eso explica su presencia en el medio durante el proceso de fermentacién[6].

El crecimiento de S.thermophilus en leche genera la produccién de formiato, el cual es un

compuesto importante en la estimulacidn del crecimiento de Lactobacillus bulgaricus [6].

6



1. Introduccién

Sistema proteolitico

Las BALs son nutricionalmente exigentes, ya que necesitan un suministro exogeno de aminodcidos
para iniciar su crecimiento [6]. El sistema proteolitico de S thermophilus estd compuesto por mas de
20 enzimas, comprendidas por una proteasa extracelular anclada capaz de hidrolizar caseina, un
sistema de trasporte de aminoacidos y péptidos necesarios para la importacion aminoacidica y un
conjunto de peptidasas intracelulares con la funcion de hidrolizar péptidos de caseinas derivados de

varios procesos de house keeping [7].

La capacidad de S.thermophilus para satisfacer su necesidad aminoacidica durante el crecimiento en
la leche, es diferente a la de otras especies de BALs. La exigencia de aminodacido es satisfecha por la
eficiencia de su capacidades biosintéticas y por la cooperacion de otras especies de BALs que crecen
conjuntamente en el entorno lacteo, tales como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Algunas
cepas de S. thermophilus parecen ser auxotroficas para al menos cuatro aminoacidos, Glu, Cys, His, y
Met, mientras que otras BALs se sabe que son mas exigentes[6]. Analisis gendmicos han revelado
una alta conservacidén en los genes relacionados al funcionamiento del proceso biosintético de
aminoacidos, reflejando la importancia de la sintesis de aminoacidos para el éptimo crecimiento en

la leche de esta especie[6].

1.3. Bacteridéfagos
Generalidades

Los bacteriéfagos son virus que infectan bacterias, y se encuentran distribuidos en todos los habitats
donde haya proliferacidén bacteriana. Se estima que son la entidad mas ampliamente distribuida en
la bidsfera, con una poblacién aproximada de 10°" particulas virales [10]. Los bacteriéfagos de ADN
doble hebra y con cola, o Caudovirales representan el 95% de la poblacion de bacteriéfagos del
planeta. Los viriones de este grupo no presentan envoltura y constan de dos partes; la cabeza y la
cola. La cabeza es una carcasa proteica, presenta forma icosaédrica o derivados icosaédricos
elongados, contiene una molécula de ADN doble hebra y estructuras de fijacion como fibras,
espiculas, etc. Todas las proteinas son sintetizadas de forma independiente y luego ensambladas

para formar la capside viral[11].

Por otro lado la cola de los Caudovirales consiste en un tubo proteico, cuyo extremo distal se une a
los receptores de la superficie celular de las bacterias susceptibles. EIl ADN viaja a través de ella hacia

la célula bacteriana que va a infectar (etapa de inyeccién). El tamafio de su genoma varia entre 18 y
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500 Kpb, su contenido en GC se encuentra entre el 27 y 72% y se asemeja al contenido de ADN de

las células hospederas [11].

Los distintos géneros dentro del orden Caudovirales se diferencian por su estructura gendmica
(presencia o ausencia de sitios cos o pac, redundancias terminales y permutaciones circulares),
presencia de genes codificantes para ADN o ARN polimerasas, ausencia o presencia de nucledtidos

raros y secuencia de ADN[12].

Caracteristicas generales de la reproduccion virica

Los virus deben inducir a la célula hospedera a sintetizar todos los componentes necesarios para
fabricar mas virus. Estos componentes luego deben ser ensamblados en la estructura apropiada y los

nuevos viriones deben escapar de la célula para poder seguir infectando [13].

El proceso de replicacion de un bacteriéfago puede ser resumido en cinco fases; la primera de union
y fijacidon del virus a una célula hospedadora susceptible, la segunda de penetracién (inyeccion) del
virion o de su acido nucleico en la célula, la tercera de sintesis de acidos nucleicos y proteinas; la cual
se desarrolla desde el comienzo hasta el final de la infeccidn, la cuarta fase es de ensamblaje de las
subunidades estructurales y empaquetamiento del acido nucleico para originar nuevas particulas

viricas y por ultimo la fase de liberacion de los viriones de la célula [13].

La fase de fijacion, la interaccion entre el virus y el hospedero se caracteriza por ser altamente
especifica. Las particulas del virus contienen proteinas capaces de interaccionar con receptores
(proteinas, carbohidratos, glicoproteinas, lipidos) presentes en la superficie de la célula. Los

receptores determinan la susceptibilidad de la célula a ser infectada [13].

La unidn de un virus a la célula origina modificaciones en el virus y/o en la célula dando lugar a la
penetracion, ya que para replicarse dentro de la célula es necesario el ingreso del material genético.
Diferentes virus tienen diferentes estrategias de penetracion, el virus envuelto es descapcidado en la
membrana plasmatica, pero en muchos otros casos el virion entero ingresa a la célula por

endocitosis [13].

Para que se dé la multiplicacién viral deben surgir por replicacion nuevas copias del genoma virico y
sintetizarse proteinas especificas del virus. La sintesis de estas proteinas necesita ARNm especifico
del virus. Al principio el virus redirige el metabolismo celular hacia la sintesis de acidos nucleicos y
proteinas viricas. Mas tarde se sintetizan proteinas estructurales, que son componentes de la

cubierta del virus [13].
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Luego continua la fase del ensamblaje de todos los componentes y para finalizar la liberacién de los

viriones maduros, el cual puede estar acompafiado por la lisis celular [13].

Bacteriéfagos de Streptococcus thermophilus

Todos los bacteriéfagos S. thermophilus son miembros de la familia de Siphoviridae y del orden
Caudovirales. Se caracterizan por tener una capside isométrica de 60 nm de diametro
aproximadamente, y una cola larga no contractil que oscila entre los 220nm y 330nm de largo

[8](figura 1).

Figura 1. Microfotografia electrénica de transmision del fago de S. thermophilus CGL-3 [14].

Poseen un genoma de ADN de doble hebra entre 29 y 49 kpb, y se dividen en dos grupos diferentes
dependiendo del mecanismo de empaquetamiento del ADN (cos o pac) y su nimero de proteinas
estructurales mayores. Le Marrec y colaboradores [15] encontraron una correlacidn estricta entre la
presencia de un conjunto particular de proteinas estructurales mayores del bacteriofago y el
mecanismo de empaquetamiento del ADN, demostrando que los bacteriéfagos cos contienen dos

proteinas estructurales mayores (32 y 26 kDa), y los bacteriéfagos pac tres (41, 25, y 13 kDa) [15].

Hasta el ano 2010 habian sido secuenciados un total de 11 genomas fagicos completos que
comprenden ambos tipos (cos y pac). Anadlisis gendmicos mostraron que todos los bacteridfagos
poseen una organizacion gendmica similar, identificandose diferentes regiones modulares, siendo
las mas conservadas los modulos de replicacién del ADN y el que comprende los genes involucrados

en la lisis celular [8]
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Mediante analisis gendmicos se individualizd un genoma core (entendiéndose como tal a un set de
genes invariablemente presentes y conservados en un grupo de aislamientos) para los 11
bacteriofagos secuenciados y se establecié el genoma core de los dos tipos de bacteriéfagos (cos y
pac) por separado. Se concluyd que solo unos pocos ORFs estan conservados en todos los
bacteridfagos de S. thermophilus, si bien los bacteriéfagos cos y pac comparten una gran cantidad de

genes [8].

Los bacteriéfagos de S. thermophilus tienen la caracteristica de ser hospedero-especificos. Sozzi y
Maret probaron 23 cepas de S. thermophilus contra el fago s26, y solamente una cepa fue
susceptible a la infeccion. Otro estudio comprobd que bacteriéfagos de diferentes regiones tenian
distintos rangos de hospederos y que generalmente eran incapaces de replicarse en cepas de S.

thermophilus de diferentes paises [8].

Consecuencias a nivel industrial

Estos virus bacterianos (bacteridéfagos) estan presentes en los ecosistemas donde se han encontrado
bacterias, incluyendo nichos ecoldgicos generados por el hombre tales como las cubas de
fermentacion de alimentos. La industria ha estado tratando con este fendmeno bioldgico desde hace
muchos afios y se ha basado en una variedad de enfoques practicos para su control, que incluyen
disefios adaptados de fabrica, mejores servicios de saneamiento, ventilacion adecuada, cambios en
los procesos, la mejora del medio iniciador, y la rotacion de cultivos. A pesar de los grandes
esfuerzos, la infeccién de bacteriéfagos a cultivos de BAL iniciadoras sigue siendo la causa mas
comun de enlentecimiento o fermentacidon incompleta en la industria lactea, pudiendo causar la

pérdida total de la produccion [16].

En la actualidad se reconoce que la mayor fuente permanente de nuevos bacteriéfagos dentro del
, , ., . 1 4
entorno lacteo es a través de la leche cruda, con una concentracidon que oscila entre 10" y 10

bacteriofagos por ml [16].

Por otra parte, la concentracion de bacteridfagos aumenta si se utliza leche cruda para la fabricacion
de productos lacteos fermentados. En consecuencia, los bacteriofagos pueden ingresar en el
proceso de fabricacion y acumularse rdpidamente durante la fermentacion si se utilizan cepas
sensibles a los bacteriéfagos, alcanzando concentraciones hasta 10° unidades formadoras de placas
(UFP) por ml en salmuera y hasta 10° UFP por m*® en aire. Tomadas en su conjunto, una gran
diversidad de bacteriofagos estd presente naturalmente en el ecosistema de la leche cruda, por

tanto, la ausencia de bacteriéfagos en las lecherias es inevitable [16].
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Aunque la leche cruda es la fuente de bacteriéfagos mas logica en el entorno industrial, varias vias
de dispersion pueden ocurrir en las industrias lacteas. La aerosolizacion es actualmente reconocida
como una importante via de dispersion[16]. El movimiento del personal o el transporte de los
equipos y/o de materias primas, puede causar la dispersion de particulas de fago en forma de
aerosol. Las consecuencias de esta aerosolizaciéon son aun peores si la dispersion esta restringida
entre las zonas contaminadas y no contaminadas. Ademas, los bacteriéfagos presentes en
subproductos reciclados también pueden extenderse a todo el entorno de la fabrica, ya que los

bioaerosoles pueden permanecer en el aire durante largos periodos de tiempo[16].

Es frecuente que la industria de productos lacteos, especialmente la fabricacion de quesos, recicle
concentrados de proteina del suero (CPS) para aumentar el rendimiento del producto y/o
incrementar los atributos del producto final[16]. Los bacteriéfagos pueden mantenerse presentes en
los liguidos (suero, CPS, etc) sometidos a pasteurizacion y a tratamientos térmicos ain mas fuertes,
como por ejemplo 95 °C durante varios minutos. Por otra parte, sales, grasas, sacaridos y proteinas
del suero de la leche pueden proteger a los bacteriéfagos de dafio térmico, lo que aumenta el riesgo
de esta practica de reciclaje. Para agravar el riesgo asociado con la CPS, el suero de la leche es
frecuentemente concentrado (ultrafiltracion o microparticulacion), lo que aumenta los niveles de
fago, debido a la posible retencidn de viriones por las membranas. Una recomendacion general para
reducir al minimo los problemas asociados con la CPS es considerar su adicion sélo para una
fermentacidon que implique el uso de cultivos iniciadores significativamente diferentes, tales como
bacterias mesdfilas y termdfilas. También debe tenerse en cuenta que en la fabricacion de los
productos derivados del suero en los cuales se usaron iniciadores naturales indefinidos (composicidén
desconocida) no se deben afiadir a los procesos impulsados por cultivos de cepas definidas
(composicion conocida). Los iniciadores naturales a menudo contienen bacteriéfagos y los virus
representan una grave amenaza para el numero limitado de cepas que componen los cultivos

iniciadores definidos[16].

Por otra parte, una gran diversidad de bacteriéfagos de estreptococos se observa a menudo en la
fabricacion de queso, en contraste con una poblacion de bacteriofagos mas homogénea en las
instalaciones de produccion de yogur [16]. La diversidad de las poblaciones de bacteriéfagos en la
fabricacion de queso puede ser debido a la rotacidn de varias cepas de S.thermophilus como cultivos

iniciadores, en comparacion con los iniciadores del yogur[16].

11
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1.4. El sistema inmune adaptativo bacteriano CRISPR
Generalidades

Historicamente nuestro conocimiento del sistema inmunoldgico microbiano recaia en los
mecanismos de defensa innatos (por ejemplo, modificacién de la restriccion y cambios en el
receptor), pero recientemente fue descubierto un sistema inmune adaptativo basado en los acidos

nucleicos [17].

Las bacterias y arqueas son capaces de adquirir resistencia a bacteriéfagos y plasmidos, mediante la
integracion de fragmentos cortos de acidos nucleicos extrafios en el cromosoma del huésped. Dicho
fragmento es integrado en un extremo de un elemento génico repetitivo conocido como CRISPR
(clustered regularly interspaced short palindromic repeat) [18]. La inmunidad adquirida mediada por
CRISPR consta de tres etapas: adquisicion de ADN extrafio, biogénesis CRISPR ARNs o crARNSs, y por
ultimo la interferencia del objetivo. Aunque estas tres etapas basicas parecen ser comunes en todos
los sistemas CRISPR, los loci CRISPR y las proteinas que median cada etapa de la inmunidad

adaptativa son notablemente diferentes [17].

Las secuencias CRISPR son una diversa familia de repetidos de ADN que comparten una estructura
en comun. Cada locus CRISPR se compone de una serie de secuencias repetidas cortas, tipicamente
20-50 pares de bases (pb) de largo, separadas por secuencias espaciadoras uUnicas de una longitud
similar. Las secuencias repetidas dentro de un mismo /ocus CRISPR son conservadas, pero pueden

diferir tanto en secuencia como en longitud en diferentes loci CRISPR[17] (Figura 2).

Sistema CRISPR/Cas

Espaciadores I

i IR
N X L

Genes Cos Leader | Repetidos l

Locus CRISPR

Figura 2.
Estructura del Locus CRISPR

Anilisis filogenéticos de las secuencias de los repetidos han demostrado que los CRISPRs se pueden
organizar en grupos, basandose en la similitud de las secuencias de repetidos. Algunos de estos
repetidos son palindromicos y forman ARNs con estructura en horquilla estable, mientras que otros

no son capaces de formar estructuras[17].
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A pesar de la extrema diversidad de secuencias de repetidos, la mayoria de los mismos tienen un
motivo conservado GAAA (C/G) en el extremo 3’, que puede servir como un sitio de unidn para una

o mas de las proteinas Cas (CRISPR-associated) conservadas[17].

Ademas de la diversidad en las secuencias de repetidos y espaciadores, el nimero de /oci CRISPR y la
longitud de cada locus son variables. El nimero y tamafio de los /oci CRISPR presentes en un

genoma, tampoco se correlaciona con el tamafio del mismo [17].

Curiosamente CRISPR se distribuye de forma desigual entre las bacterias y arqueas. Actualmente, se
han identificado loci CRISPR en aproximadamente el 90% de los genomas de arqueas y en el 50% de

los genomas bacterianos [17].

Una secuencia rica en adenina y timina (AT) llamada lider, a menudo flanquea el locus CRISPR.
Andlisis comparativos han demostrado que las secuencias espaciadoras mas cercanas al lider son
mas diversas, mientras que las repeticiones mas alejadas (en la region conocida como trailer) a

menudo son degeneradas [17].

Actualmente se conoce que las secuencias lider contienen elementos promotores y los sitios de
union para las proteinas reguladoras fundamentales para la expresion de crARNs y para la

adquisicion de nuevas secuencias [17].

Proteinas asociadas y clasificacion

Anidlisis comparativos han identificado un cassette variable de los genes cas, que normalmente se
encuentra adyacente a un locus CRISPR. Cuatro genes cas se identificaron inicialmente en los
genomas que contenian CRISPRs, pero la acumulaciéon de secuencias de genomas y la
implementacion de métodos de busqueda cada vez mas sofisticados han permitido identificar
aproximadamente 45 familias de genes diferentes que se encuentran comidnmente en asociacion
con CRISPRs[17]. Seis de estos genes cas (casl-cas6) estan ampliamente conservados y son
considerados genes cas core. Solo casl y cas2 estan universalmente conservados en los genomas
gue contienen loci CRISPR. cas1 es caracteristico de este sistema inmune, y analisis filogenéticos de
las secuencias de casl sugieren que existen versiones distintas del sistema CRISPR[17]. Cada uno de
estos filotipos se define con una composicidn Unica y un ordenamiento caracteristico de los genes
cas (Figura 3). Esta clasificaciéon basada en estos genes parece correlacionarse muy bien con otra
clasificacion basada en la secuencia de los repetidos, lo que sugiere que las proteinas Cas

interactlan especificamente con un determinado loci CRISPR[17].
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Figura 3. Diferentes tipos y subtipos de sistemas CRISPR. Se observa en la figura las diferentes organizaciones de los genes cas y las
secuencias espaciadoras [17].

Se han determinado tres tipos de sistemas CRISPR/Cas principales, y cada uno de estos tipos a su vez

pueden dividirse en subtipos (es decir, tipo IA-F, tipo IIA-B, y tipo Il A-B) [17].

Nuevos analisis proporcionados por Makarova y colaboradores, 2015, sugieren que los sistemas
CRISPR-cas pueden ser divididos sobre la base de los genes que codifican los mddulos efectores. De
este modo, se introduce un nuevo y mas amplio nivel de clasificacidon de los sistemas de CRISPR-cas,
dividiéndolos en dos clases. Los sistemas de clase 1 poseen multiples subunidades de complejos
crARN-efectores, mientras que en los sistemas de clase 2, todas las funciones del complejo efector
son llevadas a cabo por una sola proteina, como por ejemplo Cas9. También encontraron evidencia

de dos nuevos tipos putativos, tipo IV y tipo V, que pertenecen a la clase 1 y clase 2,
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respectivamente. Estas observaciones dan lugar a un nuevo sistema de clasificacion en la que los
sistemas de CRISPR-cas se agrupan en cinco tipos, cada uno con una composicién distintiva de
modulos de expresion, de interferencia y de adaptacién (Figura 4). Estos cinco tipos se dividen en 16
subtipos, incluyendo cinco nuevos subtipos (II-C, 1lI-C y 1lI-D, junto con los subtipos individuales de

tipo IV y los sistemas de tipo V)[19].

Expression Interference Adaptation Ancillary

[ 1T 1 11 1
Pre-crRNA  Effector module (crRNA and target binding) Target cleavage Spacer insertion Regulation Helper or
processing role unknown

5 | I |

et (00 () (0 () ) o ) ) (D) D) D
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Figura 4. Clasificacion funcional de las proteinas Cas [19].

Class 1

Class 2

Los cuatro tipos I, I, lll y V poseen dos genes universales: casl, el cual codifica una DNasa sin
especificidad de secuencia, la cual podria estar involucrada en la incorporacion de nuevos
espaciadores al sistema [20] y cas2, el cual codifica una endorribonucleasa metal-dependiente [21].
Sin embargo, difieren substancialmente en el resto de los genes que los componen, y cada uno se
caracteriza por poseer un gen marcador Unico. Los genes marcadores para los cuatro tipos son
respectivamente: cas3 (una helicasa de la superfamilia 2, con un dominio nucleasa N-terminal) cas9
(una proteina de gran tamafio con un dominio RuvC-like y un dominio HNH nucleasa), cas10 (una
proteina que contiene un dominio homdlogo al dominio “palma” de las ADN polimerasas) [19] y
Cpf1 (una proteina grande que contiene un dominio RuvC-like nucleasa homdlogo al dominio de

Cas9, pero carece del dominio HNH nucleasa)[19].

Por ultimo en esta clasificacién se encuentra el tipo IV que carece de los genes cas1y cas2 y se
caracteriza por poseer el gen Cfs1 que codifica la subunidad mayor y pertenece a la familia de las

proteinas Cas8 [19].
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Mecanismo de accion

El mecanismo de proteccion de cada uno de los sistemas CRISPR/cas se puede dividir en tres etapas

generales; adaptacion (adquisicion de nuevos espaciadores), Expresion de crARN e interferencia

(Figura 5).
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Figura 5. Sistema inmune CRISPR/cas [22].
Adaptacion

En el 2005, estudios independientes informaron que las secuencias espaciadoras dentro de los loci

CRISPR eran a menudo idénticas a las secuencias de bacteriéfagos y plasmidos[17].

Barrangou y colaboradores, probaron la hipdtesis de que CRISPR es parte de un sistema inmune
adaptativo, desafiando a una cepa industrial de S. thermophilus con dos bacteriéfagos diferentes
aislados de muestras de yogur y luego investigaron estos cultivos de bacteriéfagos mutantes
resistentes [17]. De acuerdo con observaciones bioinformaticas anteriores, se anadieron todas las
nuevas secuencias de espaciadores de manera polarizada en el extremo lider del locus, y la adicidn
de una secuencia de repetidos acompafiaba la integraciéon de cada espaciador. Naturalmente las
secuencias espaciadoras adquiridas se derivan de cualquiera de las hebras del ADN invasor, y el
numero de nuevos espaciadores se correlaciona con el grado de resistencia al fago. Es importante
destacar que, el polimorfismo de un solo nucleétido entre el espaciador y la secuencia del fago no
proporciona la resistencia, lo que sugiere que la secuencia del espaciador es critica para la

proteccién [17].
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La fase de adaptacion ofrece la memoria genética que es un requisito previo para la expresion y las
subsiguientes fases de interferencia que neutralizan los acidos nucleicos que vuelven a invadir. La
insercion de nuevos espaciadores se ha demostrado experimentalmente en varios subtipos CRISPR-
Cas; el Tipo A (Sulfolobus solfataricus y Sulfolobus islandicus), 1B (Haloarcula hispanica), IE (E. coli) y
IF (Pseudomonas aeruginosa y Pectobacterium atrosepticum) y el Tipo II-A (S. thermophilus y un
sistema de Streptococcus pyogenes expresado en Staphylococcus aureus. Hay dos tipos de
adquisicion de espaciadores; naive, cuando el invasor no se ha encontrado previamente, y primed,

cuando hay un registro pre-existente del invasor en el locus CRISPR [23]

Aunque la adquisicion de espaciadores se ha observado, su mecanismo todavia no se conoce
totalmente. Conceptualmente el proceso se puede dividir en dos pasos: la seleccion del
protoespaciador y la generacion del espaciador seguido de su integracion en el locus CRISPR y la

sintesis de un nuevo repetido [23].

Ocasionalmente la eliminacidén de espaciadores es requerida para limitar el tamano del Jocus. Los
factores claves en la incorporacion de espaciadores son las proteinas Casl y Cas2 [21]. Esto fue
comprobado sobreexpresando ambas proteinas del Tipo I-E en E. coli, lo cual resulté en la
integracion del espaciador, incluso en la ausencia de las otras proteinas Cas [21]. Ambas Cas1y Cas2
son nucleasas y mutaciones en el sitio activo de Cas1 impiden la integracion del espaciador en E. coli
[23] . Casl y Cas2 de E. coli forman un complejo donde un dimero de Cas2 interacciona con dos
dimeros de Cas1. La formacidn del complejo es requerido para la adquisicion del nuevo espaciador,
pero la actividad nucleasa de Cas2 es necesaria. Casl preferentemente se une al ADN del locus
CRISPR de una manera dependiente de Cas2, cumpliendo un rol directo en la adquisiciéon del
espaciador [21]. Se puede especular que el complejo Cas1-Cas2 transporta el espaciador y permite
su integracion. Otros factores que se sabe que son requeridos para la adicion del espaciador son:
Cas9, Csn2 y tracrRNA en el Tipo II-A y Cas4 en el Tipo I-B [23]. El rol de Csn2, Cas4 y tracrRNA no
estd claro hasta el momento, pero probablemente Cas9 guia la maquinaria necesaria para la
integracion. Polimerasas, ligasas y proteinas de recombinacidn es probable que realicen los pasos
genéricos en el proceso de adaptacion, ya que dichos factores pueden ser encontrados en cada

célula huésped [23].

La seleccion del espaciador parece guiarse por ciertos elementos presentes en la secuencia diana.
Anidlisis de secuencias han revelado un motivo corto al lado de las secuencias proto-espaciadoras
(secuencias de ADN extrafo seleccionadas para la integracion) llamada protospacer adjacent motif

(PAM), que es crucial para la discriminacién entre lo propio y no propio [17].
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La importancia de los motivos PAMs va mas alla de la seleccidon del proto-espaciador. Los plasmidos
o bacteriéfagos que tienen una sola mutacidon en el PAM ya no son sensibles a la interferencia
mediada por CRISPR, incluso cuando las secuencias espaciadoras y proto-espaciadora son

totalmente complementarias [17].

En ambos sistemas Tipo I-E y Tipo |I-A, se demostrdé que una parte de la regidn leader y un repetido
son requeridos para la integracion del espaciador. El repetido mas proximo a la region leader sirve

como molde para la sintesis de nuevos repetidos [23].

Curiosamente, la integracidon de espaciadores in vitro también se puede realizar en otras secuencias
predichas para formar estructuras cruciformes, en ausencia de secuencias repetidas. Tomados en
conjunto, la integracion del espaciador esta dirigida tanto por la secuencia y como de la estructura

del locus CRISPR [23].

Expresion

La transcripcion del loci CRISPR-Cas para generar el complejo ARN-proteina guia sigue un mecanismo
general en la mayoria de los microorganismos, aunque presenta diferencias tipo-especificas. Todos
los sistemas transcriben el locus CRISPR; procesan el ARN con proteinas Cas ribonucleasas y forman

el complejo CRISPR-riboproteina (crRNP) [23].

La secuencia lider contiene elementos promotores y sitios de union para proteinas reguladoras,

ademas de los elementos importantes para la adquisicion de espaciadores [23].

Un transcripto primario de gran tamaiio, el pre-crARN, es generado y puede contener una serie de
estructuras secundarias (heparina) si el locus CRISPR contiene repetidos palindrémicos. El pre-crARN
es procesado en pequefias unidades correspondientes a un solo espaciador seguido de una
secuencia parcial de un repetido. La proteina Cas responsable del procesamiento y si forma parte del
complejo guia varia en cada subtipo (Figura 5). Incluso cuando los tres tipos de CRISPR-Cas coexisten
no intervienen en el procesamiento del pre-crARN de los otros [23]. La comparacion general de los
tres tipos de sistemas CRISPR-Cas presentan similitudes en el procesamiento del pre-crARN como en
la estructura formada por el complejo crARN. Todos los sistemas Tipo | y Tipo Il utilizan la proteina
Cas6 para el procesamiento del pre-crARN, excepto el Tipo I-E que utiliza la proteina Cas5d. Tanto
Cas6 como Cas5d pertenecen a una familia diversa de endorribonucleasas-CRISPR especificas que
exclusivamente interactian con las secuencias de repetidos de sus /oci CRISPR asociados [17]. Por
ejemplo, para el sistema Tipo Il la maduracién del pre-crARN también involucra un paso en el

procesamiento secuencia-especifico mediado por Cas6, seguido por una secuencia no especifica-
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crRNA basado en la regla de corte en el extremo 3" para producir crRNAs maduros con un extremo

5’definido y un extremo 3’variable (figura 5) [23].

El sistema Tipo Il por el contrario emplea un mecanismo diferente para la biogénesis del crARN, en el
cual el procesamiento es dependiente de la ARNasa Ill codificada por el hospederoy de un tracrARN
(ARN trans pequefio) que interactia mediante complementariedad de bases con el pre-crARN.

Ademas el Tipo Il requiere de la proteina Cas9 para el procesamiento (figura 6) [23].

El sistema tipo Il es el sistema activo en S. thermophilus y se explicard en detalle mas adelante.
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Figura 6. Modelo del procesamiento del crARN e interferencia de los diferentes Tipos de sistemas CRISPR-Cas [23]
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Interferencia

El reconocimiento del objetivo para todos los sistemas de CRISPR implica la hibridacién de la
secuencia de crRNA-espaciadora con una secuencia de ADN complementaria del invasor. Esto
presenta un problema potencial para los sistemas de CRISPR que se dirigen a ADN de doble cadena
(tipo I y 1) o para los que atacan ARN (tipo IlI-B), debido a que las estructuras secundarias del ARN

pueden obstruir sitios de unidn al objetivo [17].

El complejo de reconocimiento guiado por crRNA de E. coli, llamado Cascade, se une
preferentemente a dsDNA largos (plasmido o ADN de fago) que estd superenrollado negativamente.
El superenrollamiento negativo compacta dsDNA, por lo tanto, secuencias separadas por largas
distancias a lo largo del DNA pueden ser colocadas en estrecha proximidad, acelerando el proceso
de busqueda para algunas proteinas vinculadas al dsDNA Adema3s, el superenrollamiento negativo

introduce tension torsional que facilita la separacion de las cadenas[17].

Los primeros 8 nucledtidos del espaciador crRNA son los mas importantes para la union. Esta region
del espaciador crRNA se conoce como la secuencia semilla, y mutaciones de un solo nucleédtido en
esta region evitan que se produzca la union. En contraste, multiples mutaciones en regiones
diferentes a esta no impiden que la unidn se realice con alta afinidad y se mantiene su eficiencia

durante el desafio del fago [17].

El motivo PAM anteriormente descripto es necesario tanto para la adquisicion de espaciadores como
para la correcta interferencia. Ya que el mismo es identificado por el complejo de reconocimiento

evitando la autodestruccion del ADN del hospedador [17].

Las proteinas involucradas en el proceso de degradacion del ADN extrano es diferente para cada tipo
de sistema (figura 5) [17]. Por ejemplo en el sistema tipo Il Unicamente es necesaria la proteina Cas9

para llevar a cabo el procedimiento [17].

Sistema CRISPR/Cas en Streptococcus thermophilus

Existen hasta ahora cuatro sistemas CRISPR/Cas presentes en S. thermophilus. CRISPR 1 y CRISPR 3
son del tipo lIA, CRISPR 2 es del tipo IE y CRISPR 4 es del tipo IlIA. Con respecto a su actividad, con
esto se hace referencia a la habilidad de integrar nuevos espaciadores en respuesta a bacteriéfagos,

CRISPR 1 es el que muestra mayor actividad, seguido por CRISPR 3 [9].

Detallaremos el sistema de accion para el tipo IlA, ya que es el que presentan los locus CRISPR con

mayor actividad (figura 7).
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Figura 7. Esquema general del mecanismo del sistemas CRISPR-cas tipo Il [26].

Los sistemas tipo Il constan de cuatro genes basicos: cas9, casl, cas2 y csn2 (subtipo llA) o cas4
(subtipo 1IB). El gen cas9, codifica una gran proteina multimérica, que participa tanto en la
biogénesis del crARN como en la destruccién del ADN extrafio (dos dominios HNH y RuvC-l/ike

nucleasas) [26].

La biogénesis de los crARNs en muy particular ya que requiere de un segundo ARN trans activante
(tracrARN), el cual se encuentra aguas arribas y en la hebra opuesta al locus CRISPR. Todos los
ortélogos tracr-ARN se caracterizan por la presencia de una secuencia anti-repetido homologa a las

secuencias de repetidos del locus CRISPR [26].

El primer evento de procesamiento implica el apareamiento de bases del tracrRNA con la secuencia
repetida del pre-crRNA en presencia de Cas9, formando un duplex de ARN el cual es reconocido y
cortado por la RNasa Il bacteriana. El proceso de maduracién continia mediante la accidon
desconocida aun de determinadas nucelasas. La proteina Cas9 es la encargada de guiar y degradar

mediante cortes el ADN invasor [26].
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La diversidad de espaciadores y su eficiencia en el mecanismo de defensa

De acuerdo a Lopatina et al., 2016 existe diversidad natural de los espaciadores dentro de las
poblaciones bacterianas y ésta es muy alta. El beneficio de la diversidad de espaciadores se explica
en un estudio reciente de van Houte 2016 en el cual, utilizando ensayos de infeccion demostré que
los fagos no pueden superar el sistema CRISPR-Cas de defensa mediante mutaciones puntuales en
sus genomas cuando la diversidad de espaciadores en la poblacion bacteriana es suficientemente
alta [27]. Por tanto, es de gran interés estudiar el contenido de los espaciadores de los /loci CRISPR en
las cepas de uso comercial, su funcionamiento y su ubicacion en el genoma de los bacteriofagos de
forma de desarrollar nuevas estrategias que conduzcan al mejoramiento en su resistencia a fagos de
cepas de S.thermophilus a nivel industrial.

Segun el criterio del Semenova [29] para que el espaciador funcione adecuadamente y le otorgue
resistencia a la cepa, debe cumplir con las siguientes condiciones; la secuencia protoespaciadora (se
entiende como secuencia protoespaciadora a la secuencia del espaciador ubicada en el genoma del
fago) debe tener un motivo PAM adyacente en el extremo 3’ caracteristico para cada sistema, dicho
motivo no debe presentar mutaciones y por ultimo, los 8 nucledtidos (secuencia semilla) mas
proximos al motivo PAM del protoespaciador deben complementarse perfectamente con la

secuencia del espaciador del locus CRISPR de la cepa.

22



2. OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO



2. Objetivos y estrategia de trabajo

2.1. Objetivo general

Caracterizar la variacion de /oci CRISPRs en las cepas de S. thermophilus, con el fin de aportar la
informacion necesaria para la construccion de cepas resistentes a bacteriéfagos de utilidad

tanto para la industria lactea nacional como mundial.

2.2. Objetivos especificos

- Caracterizacion molecular de cepas S. thermophilus mediante el andlisis del

contenido de los loci CRISPR

- Comparacion de los espaciadores encontrados en los [oci CRISPR con genomas de

bacteriéfagos uruguayos

2.3. Estrategia de trabajo

Se amplificaran por reacciones de PCR, secuenciaran y analizaran los diferentes /oci CRISPR de
las cepas de la coleccion de Streptococcus thermophilus de Facultad de Quimica. El contenido
nucleotidico de los espaciadores de las cepas estudiadas sera evaluado mediante comparacion
entre cepas y analisis de bases de datos, de forma de determinar cudl es el potencial de
resistencia que confiere cada espaciador a bacteridéfagos, a plasmidos, etc. A su vez se
mapearan los distintos espaciadores encontrados en las cepas estudiadas en genomas de
bacteridfagos uruguayos, previamente obtenidos por nuestro grupo de trabajo, los cuales no

estan presentes en las Bases de datos de GenBank.
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3. Materiales y métodos

3.1. Material de partida

Cepas bacterianas

Un total de 50 cepas de Streptococcus thermophilus fueron utilizadas en este trabajo (tabla 2).
La coleccion de cepas fue suministrada por la empresa distribuidora de fermentos lacticos
BIOMAS S.A. La coleccidn se conserva en el freezer de -80 de la catedra de Microbiologia de

Facultad de Quimica.
Bacteriéfagos

El material de partida fueron 15 bacteriéfagos aislados en un trabajo previo [28] a partir de
muestras provenientes de plantas industriales y potes de fermento. Estos provienen del
analisis de un total de 432 muestras (la mayoria suero) colectadas de plantas de produccién de
gueso nacionales entre los afios 2010 y 2012, de las cuales 10 corresponden a potes de

fermento provenientes de Argentina proporcionados por la empresa BIOMAS S.A.
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Tabla 2. Cepas utilizadas en este estudio y matriz con resultados de ensayos de sensibilidad/resistencia de las cepas con los 5
bacteriéfagos diferentes aislados en Uruguay [28]

Cepas
p53 P13 pl07 pls

TH4 + - - - -
En? - - - - +
Diag 2 - + - - -
CHE 102 - - - o &
Bio 4 - - + - -
Ené - - - + -
St 307 + - - - -
Stsac2 - - - - -
Eng8 - - - + -
VA 53 - - - - -
Feia3 - - - - -
Diag 16 - - - - -
LF 505 - - - - -
LF3 - - - - -
T + - - - -
Diag 12 - - - - -
LF 507 - - - - -
St2 - - - - -
19 + - - - -
1 - - - - -
G712 - - - - -
1 + - - + -
Diag 9 + - - . .
St 62 + - - - -
pot + - - - -
3 - - - + -
En24 - - - + -
St179 - - - + -
St43 - - - + =
LF1 - - - - -
LF2 - - - - -
Feia 2 - - - - -
St 309 - - - - -
Hn - - - - -
En1 - - - - -
CVA 52 - - - - -
LF 502 - - - - -
TA - - - - -
St 176 - - - - -
EnS + + - + -
Diag 5 + - - - -
F81 - + - - -
L - + - - -
EL + - - - -
St172 + - - - -
St17s - - - - -
En 10 + - - - -
36 - - - - W
Diag1 - - - - -
Tma - + - - -
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3.2. Métodos

Aislamiento de las cepas de S. thermophilus

Previo al inicio del trabajo fue necesario verificar que las cepas madres se encontraran puras.
Se tomo del freezer de -80 una alicuota de 10l de cada cepa madre, se realizd un aislamiento
en medio M17 agar por 48 horas a 37°C, luego se subcultivd una colonia caracteristica en
medio M17 agar por 24 horas a 37°C, por ultimo se realizé una tincidn simple y se observo al
microscopio de manera de corroborar que presentaba la morfologia adecuada, cocos en
cadena, para descartar posibles contaminantes. Si la cepa se encontraba pura se proseguia con
la extraccion de ADN, amplificacion de los loci CRISPR, secuenciado y analisis. De lo contrario

se repetia el procedimiento anterior.

Extraccion de ADN bacteriano

El objetivo de este protocolo es obtener ADN total a partir de cultivos puros de S.
thermophilus. Este es un método estandar de extraccion de ADN para microorganismos Gram
positivos. Se utiliza bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), un detergente catidnico con
la propiedad de precipitar acidos nucleicos en soluciones de baja concentracidn idnica,
permaneciendo las proteinas y polisacaridos neutros en solucion. En soluciones con altas
concentraciones idnicas, el CTAB precipitara proteinas y polisacaridos neutros, dejando los
acidos nucleicos en solucion. Se centrifugan 5ml de cultivo puro (ON) de S. thermophilus por 5
minutos 6000 rpm. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 0,5ml de buffer
TE25S. Se afiaden 10ul de solucién de lisozima, se mezcla suavemente e incuba a 37° durante
30 minutos. Luego se afiaden 5pl de solucion de proteinasa Ky 30ul de SDS 10%, se mezcla por
inversion e incuba a 55° durante 60 minutos. Es necesario mezclar por inversion
ocasionalmente durante este tiempo. Se afiaden 100ul de NaCl 5M y nuevamente se mezcla
por inversidn, se afiaden 65ul de solucion CTAB/NaCl y se mezcla vigorosamente e incuba a
55°C durante 10 minutos. La muestras se dejan termostatizar a 37°, inmediatamente se le
anaden 500ul de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agita orbitalmente durante 30
minutos. Se centrifuga a maxima velocidad (13000 rpm) durante 15 minutos, se transfiere el
sobrenadante a un tubo limpio, se le afiaden 0,6 volimenes de isopropanol y se mezcla por
inversion. Seguidamente se centrifuga a maxima velocidad a 4°C durante 10 minutos, se lava
el pellet con etanol 70%, se seca y resuspende en 50ul de agua MQ. Para terminar se afladen

1ul de RNasa (1mg/ml), se incuba durante 15 minutos a 37°, y por ultimo se guardar a -20°C
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El ADN obtenido se visualiza mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% con bromuro de
etidio (0,5ug/ml). El resultado esperado es una Unica banda en la parte superior del gel (por
encima de la banda mas grande del marcador de peso molecular Smart Ladder Eurogentec). El
grosor de la banda permite cuantificar la cantidad de ADN obtenido mediante comparacién
con las bandas del marcador en las condiciones establecidas por el fabricante. En caso de

observarse smears o no verse banda, el protocolo debe repetirse.

Amplificacion de las regiones CRISPR

Las amplificaciones de las regiones CRISPR de las cepas en estudio de S. thermophilus se
realizaron usando dos sets de primers especificos (tabla 3). Cada set de primers esta dirigido a
una de las dos regiones CRISPR diferentes detalladas en la tabla. Este no es un ensayo tipo
multiplex, cada region se amplifica preparando una mix diferente. Se detalla el protocolo
utilizando la enzima Tag DNA Polymerase de la empresa Feldan y Phusion High-Fidelity DNA
Polymersa de la empresa Thermo Scientific. Los primers fueron disefados por el equipo del Dr.

Sylvain Moineau en la Université Laval, Quebec, Canada [26].

Para las reacciones de PCR convencionales el volumen final de la reaccion fue de 50ul. La
reaccion de amplificacion del locus CRISPR 1 contiene: 5 ul 10X PCR buffer, 3,2ul dNTPs 10mM,
2ul de cada primer 10uM (CR1-up y CR1-down), 1ul MgCl2, 2ul ADN y 33,4 ul agua MQ. Y la
reaccion de amplificacion del locus CRISPR 3: 10ul 5X PCR buffer, 2ul dNTPs 5mM, 1,5ul DMSO,
2ul de cada primer 5mM (CR3-up y CR3-Trail2R), 0,5ul Phusion, 2ul de ADN y 30 pl agua MQ.

El programa de temperaturas para la primera reaccion fue el siguiente: un primer paso de
desnaturalizacién a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion (94°C por
30s), hibridacion (58°C por 30s) y extension (72°C por 1:30 minutos). Luego se realizd una
etapa de extension a 72°C por 10 minutos y por ultimo una etapa a 4°C por 10 minutos. Para la
segunda reaccion el programa fue el siguiente: una etapa de desnaturalizacion a 98°C por 30
segundos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizaciéon (98°C por 10s), hibridacién (59,8°C por
17s) y extension (72°C por 45s). Luego se realizd una etapa de extension a 72°C por 10 minutos

y por ultimo una etapa a 4°C por 10 minutos.

Con el mismo fin se realizaron reacciones por real time PCR, el volumen final de la reaccion fue
de 24ul, conteniendo: 1ul de cada primer 5mM, 12,5ul 10X SYBR Green RotorGene master,
2ul de ADN, 8,5ul agua MQ. La reaccidén se llevd a cabo en un equipo Rotor-Gene 6000
(Corbett Research). Las condiciones establecidas fueron las siguientes: primero una etapa de

desnaturalizacién a 94°C por 15s, seguida por 40 ciclos de desnaturalizacion (94°C por 30s),
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hibridacion (54°C por 30s) y extension (72°C por 125s). Las condiciones de amplificacion para

ambos loci CRISPRs son las mismas

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% con
bromuro de etidio (0,5ug/ml). El tamafio de las regiones fue variable, por lo que en algunos

casos se debieron ajustar los tiempos de extension para obtener resultados dptimos.

Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificacién de los loci CRISPR 1y CRISPR3

Cebador Secuencia Tm Referencias
CR1-up 5'-TGCTGAGACAACCTAGTCTCTC- 3’ 64°C [28]
CR1-down 5’-TAAACAGAGCCTCCCTATCC- 3’ 61°C [28]
CR3-up 5'-GGTGACAGTCACATCTTGTCTAAAACG- 66°C [28]
3
CR3-Trail2R 5'-GCTGGATATTCGTATAACATGTC- 3’ 60°C [28]

Secuenciacion y andlisis de regiones CRISPR

El objetivo de estos analisis es estudiar los repetidos y secuencias espaciadoras, y determinar

su origen.

Los analisis de las secuencias CRISPR, permiten determinar el origen de los espaciadores, asi
como su localizacion en el genoma de los bacteridfagos a estudiar. Los primers utilizados en
estos ensayos fueron disefiados por el equipo del Dr. Sylvain Moineau en la Université Laval,

Quebec, Canada.

Los amplicones obtenidos mediante la amplificacion por PCR, fueron secuenciados utilizando
los primers descritos en las tablas correspondientes (tabla 2). Luego se procedio a ensamblar la
secuencia a partir de los contigs, utilizando el software ApE A plasmid editor
(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/). Una vez ensamblada la secuencia, ésta

fue analizada haciendo uso del software CRISPRfinder (http://crispr.u-psud.fr). Por dltimo, las

secuencias espaciadoras obtenidas como output, se analizaron mediante BLAST con bases de

datos para determinar su origen, o buscar su presencia en genomas virales.

El software ApE, permite editar los contigs en busca de corregir potenciales errores de

secuenciacién. Es importante tener especial cuidado en este punto, pues variaciones en una
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base en las secuencias espaciadoras pueden llevar a errores importantes. En caso de no poder
ensamblar los contigs, se debe determinar si el problema es de calidad en la secuencia, o
posibles gaps. Si el problema es de calidad, debe reenviarse a secuenciar. Si por el contrario se
trata de gaps en la secuencia, deben disefiarse nuevos primers para secuenciar las regiones

faltantes.

Mapeo de los espaciadores en el genoma de los bacteriéfagos

Para este estudio se utilizaron los bacteriofagos p53, p93, p73, p128 y p107. En la secuencia
genomica de cada uno de ellos se ubicaron los espaciadores para todas las cepas analizadas. Se
realizé la representacion de los genomas para cada locus (CRISPR 1 y CRISPR 3) por separado.

Para la esquematizacion se utilizo el software XPlasMap (http://www.iayork.com/XPlasMap/).
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4. Resultados y discusion

4.1 Caracterizacion molecular de /oci CRISPR en S. thermophilus

Con el objetivo de caracterizar molecularmente las cepas de S. thermophilus, se realiz6 el
analisis del contenido de los loci CRISPR en la coleccién de cepas comerciales proporcionadas
por un proveedor.

La estrategia consistio en la amplificacién por PCR de los diferentes loci CRISPR de las cepas de
la coleccion y posterior secuenciacion y analisis bioinformatico. El contenido de espaciadores
fue evaluado mediante comparacién entre cepas y andlisis de bases de datos, a fin de
determinar la relacidn entre ellas, y la potencial resistencia que confiere cada espaciador
(bacteridfagos, plasmidos, etc.).

El primer paso para el analisis y caracterizacion fue la amplificacién de los loci CRISPR en las
cepas de estudio (figura 8). Las cepas de Streptococcus thermophilus pueden poseer hasta
cuatro loci CRISPR diferentes Ilamados CRISPR 1 (subtipo IlI---A), CRISPR2 (subtipo IlI---A),
CRISPR 3, (subtipo II---A) y CRISPR4 (subtipo I---E). De estos, generalmente son activos
Unicamente los del subtipo II---A. Por este motivo se escogieron los loci CRISPR 1 y CRISPR 3
para el analisis en este trabajo.

En la figura 8 se presentan a modo de ejemplo los amplicones obtenidos para algunas de las
cepas estudiadas. El tamafio de los mismos varia de acuerdo a la cantidad de espaciadores que
se hayan incorporado, encontrandose en el rango de entre 1500 y 2000 pares de bases
aproximadamente.

De los resultados obtenidos se puede establecer que fue posible amplificar el Jocus CRISPR 1
para todas las cepas (50 cepas) y que CRISPR 3 por su parte también estd presente en la gran
mayoria, excepto en En7, lo que indicaria que en esta cepa el Unico locus potencialmente

activo es CRISPR 1.

1Kb+ Cva53 If1 En24 Fcia3 Blanco 1Kb+ 1Kb+ F81 36 5t175 S5t172 Blanco 1Kb+

Figura 8. Amplificacion de las cepas Cva53, Lf1, En24 y Fcia3 para CRISPR 3 (CR3) y F81, 36, St175 y St172 para CRISPR 1 (CR1).
MM: Marcador de peso molecular
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Se presentan a continuacion los resultados del estudio de las secuencias de los loci CRISPR 1y
CRISPR 3 de todas las muestras y el analisis de los espaciadores que presentan. Fue posible
secuenciar el locus completo de 10 cepas para CRISPR 1y de 32 cepas para CRISPR 3, de las 50
cepas estudiadas y secuenciar parcialmente el locus CRISPR 1 de 25 cepas y de 6 cepas para
CRISPR 3. No fue posible obtener la secuencia para 15 de las cepas del locus CRISPR 1y de 12
de las cepas para CRISPR 3, ya sea por errores en el secuenciado, o debido al gran tamafio que
podrian presentar algunos de los locus que exceden la cobertura del secuenciado (tabla 4).
Una de las perspectivas a futuro es el disefio de primers internos para amplificar y secuenciar

estos fragmentos faltantes.

Tabla 4. Total de cepas secuenciadas. En rosado se marcan aquellas que se ensamblaron completamente, en celeste las
incompletas y en verde aquellas que no se ensamblaron. A: para CRISPR 1y B: para CRISPR 3

19 11L Diag 9 EL En5
Enl10 F 81 Pot St179 TH4
CHE102 Crl Diagl6 En7 En8
A En24 Fcia2 Fcia3 G72 Lf1
Lf3 Lf 505 St 2 St43 St62
St172 St175 St309 Lf507 Stsac2
T TA Tma 11CH 36
En6 CVA52 CVA 53 Diagl2 Hn
3 Lf 2 Enl10 Lf502 St176
Diag5 St307 Diagl Diag2 Bio4

CVAS3 Diag9 End Fcia3 Hn

Lf1 Pot St175 St176 St179
T 3 11CH 19 Crl
Diag5 EL En5 Enl0 F81

Fcia2 G72 Lf2 Lf 3 LfS07

B St 307 St309 Stsac2 En8 11L
TH4 Lf502 Diag2 Diagl2 En6

36 St2 St62 TA CHE102
Diagl6 Lf505 St43 CVA52 St172
Diagl Tma Enl En7 Bio4

34



4. Resultados y discusion

El anadlisis se realizd con aquellas cepas en las cuales se logré ensamblar parcial o
completamente sus loci. A modo ilustrativo se escogié la cepa 19 que posee ambos loci

secuenciados.

El locus CRISPR 1 de la cepa 19 estd compuesto por 16 espaciadores y el largo de la secuencia
palindrémica que separa los espaciadores es de 36 pares de bases (figura 9). Los espaciadores
fueron analizados mediante BLAST, algunos resultados se presentan a continuacién (tabla 5).
Este estudio también fue realizado para el resto de las cepas, el analisis completo se encuentra

en el anexo | para CRISPR 1y en el anexo Il para CRISPR 3.

« CRISPR start position : 183 ---------- CRISPR end position : 1275 ---------- CRISPR length : 1092

* DR consensus : GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC

* DR length : 36 Number of spacers : 16
183 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC ATGATGATGRAGTATCGTCATCTACTRAC 247
248 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC [ 313
314 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC [ -
380 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC [N «45
446 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC 511
512 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC EFFCEICANNNNNTATCETEINNTNEEEHS 577
578 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC 643
644 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC [EENCEICEEECEECEEINNTNETETREE 710
711 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC HCHECCHCCANNCACICCECCERCRRCETE 776
777 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC [EFEACHCACCIITACACCATCITATACTS 842
843 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC [N oo
910 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC T 975
976 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC [N 1041
1042 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC EilINNCICHCANTCHCCEINCEENNTNGE 1107
1108 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC HTCAGICCGEIATATITACCCTAGACECTA 1173
1174 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC [ 03¢
1240 GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAGT 1275

Figura 9. Secuencias palindrémicas y espaciadores del locus CRISPR 1 de 19. Esta imagen fue obtenida usando el software
CRISPRfinder (http://crispr.u-psud.fr/).

Tabla 5. Analisis de los espaciadores del locus CRISPR 1 para la cepa 19. en naranja se sefialan aquellos espaciadores que
Unicamente coinciden con secuencias de genomas fagicos y en lila el resultado del BLAST que brindd secuencias de espaciadores
de loci CRISPR presentes en la base de datos.

CTTCACCTCAAATCTTAGAGCTGGACTAAA 10 ‘

ATGTCTGAAAAATAACCGACCATCATTACT

TAGTCTAAATAGATTTCTTGCACCATTGTA

N o u B~ W N =
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‘ 8 ‘ TAAAAACATGGGGCGGCGGTAATAGTGTAAG ‘ 16 ‘ AACAGTTACTATTAATCACGATTCCAACGG

En este caso, CRISPR 3 presenta 7 espaciadores, y el largo de la secuencia palindromica que los

separa es de 36 pares de bases (figura 10).

e CRISPR start position : 93 ---------- CRISPR end position : 592 ---------- CRISPR length : 499
* DR consensus : GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC
* DR length : 36 Number of spacers : 7

93 GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC TCRRTGAGAGGTATCCRAGACTRRLLCTTA 158
159 GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC [N 224
225 GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC 290
291 GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC 358
359 GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC CICATATICGTITAGITGCTITIGICATAZA 424

425 GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC HERACHIAIC A AT 400
491 GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC ATAGTATIAATTICATTIGAAALATAATIEY 556
557 GTTTTAGAGCTGTGTTGTTTCGAATGGTTCCAAAAC 592

Figura 10. Secuencias palindrdmicas y espaciadores del locus CRISPR 3 de la cepa 19. Esta imagen fue obtenida usando el software
CRISPRfinder (http://crispr.u-psud.fr/).

Tabla 6. Andlisis de los espaciadores del locus CRISPR 3 de la cepa 19. En blanco se sefialan aquellos que no tienen ningin match
con la base de datos de NCBI, en naranja aquellos que Unicamente coinciden con secuencias de genomas fagicos y en lila resultado
del BLAST que brindé secuencias de espaciadores de loci CRISPR presentes en la base de datos.

1| TCAATGAGAGGTATCCAAGACTAAAACTTA 5| CTCATATTCGTTAGTTGCTTTTGTCATAAA
2| CCTTGTCGTGGCTCTCCATACGCCCATATA 6 | AGAACTTTATCAAGATAAAACTACTTTAAA
3 | TGTTTGGGAAACCGCAGTAGCCATGATTAA 7 | ATAGTATTAATTTCATTGAAAAATAATTGT
4 | ACAGAGTACAATATTGTCCTCATTGGAGACAC

El contenido de espaciadores de las cepas es Util para determinar relaciones entre las mismas,
y su historia evolutiva. Se agruparon aquellas cepas que compartieran al menos un espaciador.
Hacia el extremo 5" se ubican los espaciadores adquiridos recientemente y hacia el extremo 3’
los mas antiguos. (figuras 11) y (figura 12) [9].

Como se menciond anteriormente, es un sistema muy dindmico, por lo que se puede observar
pérdida de espaciadores, que se encuentra representados por gaps, y por otro lado adquisicion
de los mismos. Esto se puede deber, entre otras cosas, al habitat en el que se encuentre la

bacteria y de sus necesidades para sobrevivir al mismo [9].
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Figura 11. Representacion gréfica de la variabilidad de las cepas de S. thermophilus utilizando los espaciadores del locus CRISPR 1.
Las cepas se agruparon en 11 Clusters. Las secuencias palindrémicas no estan incluidas. En cada cluster cada espaciador estd
representado por una Unica combinacién de color de fondo y texto. Esta combinacion permite la exclusiva representacion de un
espaciador en particular, por lo cual cuadrados con igual combinacién de color de fondo y texto representan espaciadores
idénticos. Los gaps se esquematizan como cuadrados en blanco y con + se representa secuencias incompletas Los espaciadores se
enumeran decrecientemente de izquierda a derecha (5’----3").
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La caracterizacion de los espaciadores del /ocus CRISPR 1 permitid agrupar las cepas de S.

thermophilus, en 11 clusters (figura 11).

El cluster 1 esta conformado por 12 cepas. A excepcion de la cepa En24, cuyo locus no fue
secuenciado en su totalidad, y basandonos en la teoria de que los espaciadores nuevos se
integrarian por el extremo 3’ [17] inferiria que todas las cepas de este grupo compartirian el
mismo ancestro. El espaciador mas antiguo segun los datos obtenidos del BLAST corresponden
a cuatro diferentes bacteriofagos; Streptococcus fago TP-778L, Streptococcus fago 858,
Streptococcus thermophilus bacteriofago 2972, Streptococcus fago (anexo ). Dentro de esta
agrupacion, se observa que determinadas cepas presentan los mismos espaciadores, este es el

caso de las cepas 11L, 19, ELy St175, En5 y F81 y por ultimo, las cepas En10 y Pot.

Existen espaciadores que no estan presentes en todas las muestras, el espaciador 1 de las
cepas En5, F81, En24, Enl0, Pot, TH4, T, Diag9 y el espaciador 2 de las cepas En10 y Pot (figura
11). Esto puede deberse a que las bacterias por presiones selectivas los hayan perdido o
adquirido. Aquellas que no los presentan, puede ser que en su habitat actual no estén
expuestas a esos bacteriéfagos y que por tanto no necesiten retener esa informacién en su
genoma. Por el contrario, aquellas que si los poseen, puede deberse a que en su historia

reciente, fueron infectadas por estos bacteriéfagos adquiriendo estas nuevas secuencias.

El cluster 2 esta compuesto por los espaciadores de 5 cepas. El Jocus CRISPR 1 de estas cepas
no se pudo secuenciar y ensamblar completamente. Sin embargo podemos observar que la
mayoria de estas cepas (salvo Fcia2) podrian compartir el mismo ancestro.

Algunos espaciadores se marcaron con el mismo fondo variando solamente el color de las
letras para destacar que son secuencias similares pero no idénticas. Sus diferencias pueden ser
consecuencia de mutaciones puntuales, por ejemplo, el espaciador 9 de las cepas 11CH, G72 y
Stsac2.

El cluster 3 estd constituido por cuatro cepas, y al igual que para el cluster anterior, no fue
posible obtener totalmente secuenciado este locus. Exceptuando Lf505 todas las cepas
comparten el espaciador mas antiguo (figura 11), el cual no estd relacionado con ningun fago
ingresado hasta el momento en la base de datos.

El cluster 4 esta integrado también por cuatro cepas, y nuevamente no se logré obtener el
locus secuenciado en su totalidad. Se puede destacar que todas las cepas comparten el primer
espaciador, el cual esta relacionado con el genoma del fago 858 (anexo |). Las cepas En8 y
CHE102 comparten su ultimo espaciador.

El cluster 5 estd integrado por 3 cepas. Para las cepas Lf1 y Lf3, tampoco fue posible obtener la

secuencia completa. Las tres cepas comparten sus Ultimos tres espaciadores por lo que
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inferimos que tienen una misma historia evolutiva. Su ultimo espaciador estd emparentado
con los bacteriéfagos Sfi 21 y Sfi 19 de origen suizo. En el caso de la cepa Lf3 no fue posible
encontrar informacion relevante en los dos primeros espaciadores, y en el tercer espaciador se
encontrd relacidn con el bacteridfago Sfi 18 de origen aleman. Para el primer espaciador de la
cepa St179, la base de datos muestra homologia con el virus de Streptococcus 9874, de origen
Irlandés.

El cluster 6 esta conformado por dos cepas, y solamente se obtuvieron los primeros
espaciadores del locus. Por ende, no fue posible analizar la pérdida o adquisicion de nuevos
espaciadores ni conocer si posefan un ancestro en comun. Unicamente fue posible inferir que
recientemente estuvieron expuestas a los mismos bacteriéfagos dado que comparten los
primeros espaciadores.

Los ultimos cinco clusters; 7, 8,9, 10 y 11 estan integrados solamente por una cepa cada uno y
sus Jlocus estan incompletos. Dada la escasa informacion obtenida, fueron agrupados

individualmente ya que no comparten espaciadores con los clusters anteriores.
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Cluster 2

Cluster 4
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Figura 12. Representacion grafica de la variabilidad de las cepas de S. thermophilus utilizando los espaciadores del locus CRISPR 3.
Las cepas se agruparon en 6 Clusters. Las secuencias palindréomicas no estan incluidas. En cada cluster cada espaciador estd
representado por una Unica combinacidn de color de fondo y texto. Esta combinacidn permite la exclusiva representacién de un
espaciador en particular, por lo cual cuadrados con igual combinacién de color de fondo y texto representan espaciadores
idénticos. Los gaps se esquematizan como cuadrados en blanco y con + se representa secuencias incompletas Los espaciadores se
enumeran decrecientemente de izquierda a derecha (5’----3").
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La caracterizacidon de los espaciadores del locus CRISPR 3 agrupd a las cepas de S. thermophilus

en 6 clusters (figura 12).

El cluster 1 estd compuesto por 25 cepas. Excepto las cepas St175, Lfl y Lf2, el resto
compartirian un mismo ancestro, el cual no se corresponde a ninglin fago o plasmido presente

hasta el momento en la base de datos consultada (anexo Il).

Para las tres primeras cepas (figura 12) no fue posible obtener la secuencia completa del locus.
Se observan leves cambios en la secuencias de algunos espaciadores, por ejemplo, el
espaciador numero 14. Estas alteraciones pueden deberse a mutaciones puntuales. Las cepas
[) St176, St179, Lf502 y Lf507, 1) Diag2, 11L y St175, Ill) En24, En5, F81, IV) TH4, Hn, Diag5,

En10y T presentan los mismos espaciadores.

Los espaciadores 7 y 8 se hallan duplicados en las cepas Diag2, 11L, St175, En24, En5 y F81.

Este duplicado se pierde a partir de la cepa F81, al igual que el espaciador nimero 6.

Los primeros espaciadores son los que presentan mayor variabilidad. Por ejemplo para las
cepas del grupo Il los espaciadores 1 y 2 presentan homologia con los bacteriéfagos TP-J34 y
Sfil9 respectivamente (anexo 1), y para cepas del grupo Ill) se observa que el primer
espaciador no muestra resultados de homologia en la base de datos mientras que el segundo

muestra coincidencia con los pldasmidos pND103, pt38 y pER16.

El cluster 2 estd conformado por cuatro cepas, y éstas se pueden agrupar de la siguiente

manera; |) St307 y St309 y II) Cva53 y Cr 1.

Los subgrupos |) y Il) comparten Unicamente el uUltimo espaciador, el cual presenta semejanza

con la cepa de S. thermophilus NDO3.

El cluster 3 lo componen seis cepas, éstas comparten los mismos 15 espaciadores. Tanto el
primer como el ultimo espaciador no muestran resultados de coincidencia con ninguna
secuencia de la base de datos. A partir del quinto espaciador se hallan coincidencias en la base

de datos, que presentan secuencias semejantes con los bacteriéfagos Abc2 y DT1 (anexo Il).

Los clusters 4, 5y 6 corresponden a las cepas TA, En8 y St2. Estas no se agruparon con ninguna

otra cepa de los otros clusters dado que no poseen ningun espaciador en comun.

Para finalizar con el analisis, en la siguiente tabla se detallan aquellas cepas que presentan los
mismos espaciadores (o la mayoria de ellos), por un lado las correspondientes al locus CRISPR

1y por otro al locus CRISPR 3 (tabla 7).
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Tabla 7. Cepas con igual locus CRISPR 1y CRISPR 3. * se refieren a aquellas cepas en el cual su locus estd incompleto.

CRISPR 1 11L, 19y EL En5y F81 |Enl10vy Pot|En7y 36*
TH4, Hn, Fcia3, 3,
CRISPR 3 St176, St179, Lf507 | En24, En5y Diags Cva53y | St307y Stsac2,
y Lf502 F81 &> Crl St309 [11CH, G72
En10yT .
y Fcia2
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4.2 Comparacion de los espaciadores encontrados con genomas de

bacteriéfagos uruguayos

Mediante el andlisis previo de los espaciadores de los loci CRISPR de las 50 cepas, se procedid a
ubicar sus posiciones en los genomas secuenciados de 5 bacteridfagos uruguayos, que
pertenecen a una coleccién mayor de 15 bacteriéfagos. Estos fueron seleccionados, debido a
gue se contaba con su genoma anotado completamente por nuestro grupo de trabajo [28].
Para los otros 10 bacteriofagos restantes, el ADN fue extraido y enviado a secuenciar a la
Universidad Laval de Canada.

Para este estudio nos planteamos la hipdtesis de que aquellos espaciadores que se
incorporaron a regiones menos variables del genoma del fago se consideran con mayor
potencial para fines biotecnoldgicos porque serian mas estables. Generalmente en un genoma,
las regiones menos variables son las que codifican para genes de proteinas no estructurales
(lisinas, endonucleasas) y son seguidas en variabilidad por las regiones que codifican para
proteinas estructurales. Los espaciadores cuyas secuencias se ubican tanto en regiones
intergénicas o que codifican para proteinas hipotéticas, son menos confiables ya que en ellas
las mutaciones suelen ocurrir con mayor frecuencia [28].

La evaluacion del correcto funcionamiento de los espaciadores, se basara en el criterio de

Semenova 2011 [29], los cuales fueron detallados previamente en la introduccion,
A continuacion se muestra el andlisis para la ubicacidn de los espaciadores del locus CRISPR 1

(figura 13-17) y por ultimo los de CRISPR 3 (figura 18-22) en el genoma de los bacteriéfagos

estudiados.
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Andlisis para el locus CRISPR 1
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Figura 13. Representacion esquematica de los espaciadores del /ocus CRISPR 1 en el genoma core del bacteriéfago de S.thermophillus
p53. Los espaciadores (E) estan numerados del 1 al 15. En lila se representan las proteinas estructurales, en verde las proteasas, en
celeste proteinas del médulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 8. Cuadro de referencias de la figura 13. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en
amarillo se marcan aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables.

Espaciador N° de Posicion Mutacién Mutacién Mutacién
espaciador alternativa secuencia PAM
semilla
GAAGCTCATCATGTTAAGGCTAAAACCTAT 1 11L, 19, Diag9, EL, Lider 26437 Si Si Si
En5, En10, F81, Pot,
TH4, St175,T
AACTACCAAGCAAATCAGCAATCAATAAGT 2 11L, 19, Diag9, EL, Lider 5706 Si Si Si
En5, Enl0, F81, Pot,
TH4, St175,T
AACAGTTACTATTAATCACGATTCCAACGG 3 11L, 19, Diag9, EL, Lider 19128 Si Si Si
En5, En10, F81, Pot,
TH4, St175,T
CTTTAGTGGTGGGGTCTGTCACGATTCCAA 4 St179 Rezagada 22022 Si No Si
CCAAATTTGCATTAAACAAAACGCTCCTTC 5 11CH, Fcia3, G72, Rezagada 16282 Si Si Si
Stsac2, Crl
TAAGAAACCTGTCGGAGAAGCTAAAAGAGG 6 Stsac2 Lider 13394 No Si Si
TGCTGAACGTATCTGTCCACTGTGTGGCCA 7 Crl Lider 27219 No No No
AGAAGCACCTCTTGCGTTGATAAAAGTATT 8 En8, CHE102, Tma, Lider 28394 No No No
St43
ATCTCTGACGCTACCATGTCATAGGTCATA 9 En8, CHE102, Tma, Rezagada 17655 Si No Si
St43
ACCAAACGGAGAGGAGTAATGATGAGTGGGT 10 En8 Lider 272 No Si Si
GATGTAACCCAAACC GAGTTCTAC 11 En8, CHE102 Rezagada 11494 Si No No
AGAAGTCACTCGTGAGAAACACTACTCAAA 12 En7, 36 Lider 7828 Si Si No
TCATACATGATAGTTTGTCAACAC G 13 Lf507 Rezagada 23450 Si Si Si
CTTCAAAGTGCCATCTCGGTTTAATTCGGT 14 Lf1, Lf3 Rezagada 16822 Si Si Si
ACTAAAATCGTTCTCAATGAGTTGTGACAC 15 Lf1, Lf3 Rezagada 16538 Si No Si
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En la representacidon del genoma del bacteriofago p53, se ubicaron 15 espaciadores diferentes
del locus CRISPR 1 pertenecientes a 25 cepas distintas (tabla 9). Por lo tanto, las cepas que
presentarian resistencia ante este fago son las siguientes; 11, 19, Diag9, EL, En5, En10, F81,
Pot, St179, TH4, Fcia3, 11CH, G72, Stsac2, Crl, En8, CHE102, Tma, St43, En7, 36, Lf507, Lf1, Lf3
yT.

De los 15 espaciadores encontrados, E7, E8, y E11 cumplen con las condiciones necesarias,
segln Semenova [29] para brindar resistencia a las cepas que los adquieran.

A modo de conclusién el locus CRISPR 1 le proporcionaria resistencia a las cepas Crl, En8 y

CHE102 de manera mas eficiente ante el fago p53 que a las cepas Tma y St43.
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Figura 14. Representacion esquematica de los espaciadores del locus CRISPR 1 en el genoma core del bacteriéfago de
S.thermophillus p73. Los espaciadores (E) estan numerados del 1 al 19. En lila se representan las proteinas estructurales, en verde
las proteasas, en celeste proteinas del médulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 9. Cuadro de referencias de la figura 14. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en
amarillo se marcan aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables.

Espaciador N° de Hebra Posicion Mutacion Mutacion Mutacién
espaciador alternativa secuencia PAM
semilla
AACTACCAAGCAAATCAGCAATCAATAAGT 1 11L,19,Diag9, Lider 4351 Si Si Si
EL,En5,En10,F81,
Pot,TH4,5t175
AACAGTTACTATTAATCACGATTCCAACGG 2 11L, 19, Diag9, Lider 19477 No Si Si
EL, En5, En10,
F81, Pot, TH4,
St175, T
CTTTAGTGGTGGGGTCTGTCACGATTCCAA 3 St179 Rezagada 22267 No Si Si
ATCACTCTTTGATAGTATCTCAAACGCTGG 4 St179 Lider 32185 Si No Si
AGCAAATTGATGCCATTGTTTCTCTCCTCC 5 St179 Rezagada 31335 Si No Si
CCAAATTTGCATTAAACAAAACGCTCCTTC 6 11CH,Fcia3,G72, Rezagada 14917 Si Si Si
Stsac2,Crl
CTCGTAACTAAGTTTGAAAACTTCTTTGAC 7 11CH,Fcia3, G72, Lider 26318 Si No Si
Stsac2, Lf1
TAAGAAACCTGTCGGAGAAGCTAAAAGCTG 8 11CH,Fcia3, G72, Lider 12039 No Si Si
Stsac2
TGGTACTACACCTCGAACGGTGAGTTCATG 9 G72, Stsac2 Lider 25416 Si Si No
TCAGCATTTGGTTTACATGACCCACGTCTG 10 Crl Rezagada 34826 Si Si No
ATCTCTGACGCTACCATGTCATAGGTCATA 11 En8,CHE102, Rezagada 16300 Si No Si
Tma, St43
ACCAAACGGAGAGGAGTAATGATGAGTGGGT 12 En8 Lider 62 No Si Si
GATGTAACCCAAACC GAGTTCTAC 13 En8, CHE102 Rezagada 10138 Si No No
AAATGACGGAACGTATAAAGGTCTAACCGT 14 En8, CHE102 Lider 17308 Si Si Si
AACACAGCAAGACAAGAGGATGATGCTATG 15 En7, 36 Lider 29451 Si Si No
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AGAAGTCACTCGTGAGAAACACTACTCAAA 16 En7, 36, Lf1, Lf3 Lider 6473 Si Si No
CTCCTTCTATAATTGTTCTTCCGTTCTCTG 17 Lf505, St507 Rezagada 26475 Si No Si
GTGTTGGTTTAAAAACTACCACTATTACTT 18 Lf1, Lf3 Lider 16473 Si No Si
GTACACGCTGGAAGTGTAGAAAGTACACGGG 19 St2 Lider 28232 No Si Si

En el esquema gendmico del fago p73, se ubicaron 19 espaciadores distintos del Jocus CRISPR 1
pertenecientes a 28 cepas (tabla 10). Las siguientes cepas, son posibles candidatas a presentar
resistencia; 11L, 19, Diag9, EL, En5, En10, F81, Pot, St179, TH4, 11CH, Fcia3, G72, Stsac2, Crl,
En8, CHE 102, Tma, St43, En7, 36, Lf505, St507, St175, Lf1, Lf3, St2 y T.

De los 19 espaciadores obtenidos E4, E5, E7, E10, E17 y E19 se ubican en regiones
correspondientes a proteinas hipotéticas y E9 y E12 estan ubicados en regiones intergénicas.
Contra el fago p73 el locus CRISPR 1, solamente cuenta con el espaciador E13 capaz de brindar

resistencia, y este lo contiene Unicamente la cepa En8.
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Figura 15. Representacion esquemdtica de los espaciadores del locus CRISPR 1 en el genoma core del bacteriéfago de
S.thermophillus p93. Los espaciadores (E) estdn numerados del 1 al 24. En lila se representan las proteinas estructurales, en verde
las proteasas, en celeste proteinas del médulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 10. Cuadro de referencias de la figura 15. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en
amarillo se marcan aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables

Espaciador N° de Posicion Mutacién Mutacién Mutacién
espaciador alternativa secuencia PAM
semilla

CTTCACCTCAAATCTTAGAGCTGGACTAAA 1 11L,19,Diag9, Rezagada 20530 Si Si No

EL,En5, En10,

F81, Pot, TH4,

En24

TAGTCTAAATAGATTTCTTGCACCATTGTA 2 11L, 19, Diag9, Rezagada 18611 Si No Si

EL, En5, En10,

F81, Pot, TH4
ATCACTCTTTGATAGTATCTCAAACGCTGG 3 St179 Lider 34132 Si No Si
AGCAAATTGATGCCATTGTTTCTCTCCTCC 4 TH4 Rezagada 33288 No No Si
ACAGTAAGATACACGTAGTTGATGAATTGG 5 11CH, Fcia3, Lider 1625 Si Si Si

G72
AAGACATATC AACATCATGAAGACG 6 11CH, G72 Lider 16064 Si Si No
ATTGATAGAACCGGTGAAA GCCAAT 7 Fcia3, Stsac2 Lider 17828 No Si No
ATTGATAGAGCCGGTGAAA CCTATC 8 G72 Lider 17828 Si Si No
ACAGTAAGATACACGTAGTTGATGAATTG 9 Stsac2 Lider 1625 No Si Si
CATACATGATAGTTTGTCAACAC GAT 10 Crl, Tma Rezagada 24592 Si Si No
AGGCAGAAAAGAAGTA GGTAAGTATG 11 Crl Lider 23779 Si Si No
TGCTCACGCTCAAACTGTTCTTGTGCGATAA 12 En8 Rezagada 30821 Si No Si
TTAAGTGGTATTATTATATTATCGAAGAAG 13 En7, 36 Lider 47 No No No
GCAACAGTAAAACGTTGCAAACGAAAACTT 14 En7, 36 Lider 40174 Si Si No
AACACAGCAAGACAAGAGGATGATGCTATG 15 En7, 36 Lider 31404 Si Si Si
TCTTTCTAAAGTCTAAGCACTTCCACTCAC 16 Lf505, Lf507, Rezagada 23553 Si No Si
St309,

GATGACCGCACAAAAACTGTAGTTGA 17 Lf505, Lf507 Lider 5524 No No Si
CGAATGATTCAAATGGGCAGACAAGCCGGT 18 Lf507, St309 Lider 13622 No No Si
TCATACATGATAGTTTGTCAACAC G 19 Lf507 Rezagada 24594 Si Si Si
AATGCTGTAAAACCACGGGCTCGCTTAAGA 20 Lf1 Rezagada 969 No No No
ATACGCCCATTAGGACTGAAAAGCATAGAA 21 Lf1 Rezagada 19348 Si No No
CCGAATTTGGGTTTATCACTATTTGGCTTG 22 Lf1, Lf3 Rezagada 30590 Si Si No
GTAACAGCTGCCGCCAACGCCCTGGTAGCT 23 St2 Lider 13834 Si Si Si
AATAATTTATGGTATAGCTTAATATCATTG 24 St2 Lider 25273 Si No Si
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En el genoma del fago p93 se ubicaron 24 espaciadores, distribuidos en las siguientes 26 cepas;
11L, 19, Diag9, EL, En5, En10, F81, Pot, TH4, 11CH, Fcia3, G72, Stsac2, Crl, En8, Tma, En7, 36,
Lf505, Lf507, St309, En24, Lf1, Lf3, St2.

De los 24 espaciadores E3, E4 y E24 se situan en regiones que codifican para proteinas
hipotéticasy E10, E11, E13, E16 y E19, en regiones intergénicas.

Solamente los espaciadores E20 y E21 cumplirian con las condiciones éptimas para otorgarle
resistencia a las cepas que los contengan. Por lo tanto la cepa Lfl va a ser la Unica que

presentaria resistencia en su locus CRISPR 1 para el bacteriéfago p93.
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Figura 16. Representacion esquematica de los espaciadores del locus CRISPR 1 en el genoma core del bacteriéfago de
S.thermophillus p107. Los espaciadores (E) estan numerados del 1 al 25 En lila se representan las proteinas estructurales, en verde
las proteasas, en celeste proteinas del médulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 11. Cuadro de referencias de la figura 16. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en
amarillo se marcan aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables.

Espaciador N° de Hebra Posicion Mutacién Mutacién Mutacion
espaciador alternativa secuencia PAM
semilla
CTTCACCTCAAATCTTAGAGCTGGACTAAA 1 11L, 19, Diag9, Rezagada 19608 Si Si No
EL, En5, En10,
F81, Pot, TH4,
En24,T
TAGTCTAAATAGATTTCTTGCACCATTGTA 2 11L, 19, Diag9, Rezagada 17689 Si Si Si
EL, En5, En10,
F81, Pot, TH4
TCTAGGCTCATCTAAAGATAAATCAGTAGC 3 11L, 19, Diag9, Lider 23336 Si Si Si
EL, En5, En10,
F81, Pot, TH4
AACTACCAAGCAAATCAGCAATCAATAAGT 4 11L, 19, Diag9, Lider 4384 Si Si Si
EL, En5, En10,
F81, Pot, TH4
AACATCTTTCCACATCTACAACAAGGAATT 5 En10, Pot Rezagada 22826 Si Si No
GAGTGAGGAAGCACATGAGAAGTTCAAAGA 6 St179 Lider 29966 No No Si
ATCACTCTTTGATAGTATCTCAAACGCTGG 7 St179 Lider 32088 Si Si Si
CCAAATTTGCATTAAACAAAACGCTCCTTC 8 11CH, Fcia3, Rezagada 14767 Si Si Si
G72, Stsac2,
Crl
TAAGAAACCTGTCGGAGAAGCTAAAAGCGG 9 11CH, Fcia3, Lider 11882 No Si Si
G72,
TAAGAAACCTGTCGGAGAAGCTAAAAGAGG 10 Stsac2 Lider 11882 No Si Si
AATATCTACAGGTCACTACAAAGCTACGCT 11 Crl Lider 13705 Si Si No
CATACATGATAGTTTGTCAACAC GAT 12 Crl Rezagada 24129 No No Si
TCAGCATTTGGTTTACATGACCCACGTCTG 13 Crl Rezagada 34930 Si Si Si
AGGCAGAAAAGAAGTA GGTAAGTATG 14 Crl Lider 23383 Si No No
ATCTCTGACGCTACCATGTCATAGGTCATA 15 En8, CHE102, Lider 16140 Si No Si
Tma, St43
AACACAGCAAGACAAGAGGATGATGCTATG 16 En7,36 Lider 28213 No No Si
AGAAGTCACTCGTGAGAAACACTACTCAAA 17 En7,36 Lider 6506 Si Si No
TCTTTCTAAAGTCTAAGCACTTCCACTCAC 18 Lf505,Lf507, Rezagada 22629 Si No Si
St309
CAGCCACCGATTTATCTTTAGATGAACCT 19 Lf507 Rezagada 23339 No Si Si
TCATACATGATAGTTTGTCAACAC G 20 Lf507 Rezagada 24131 No No Si
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CTTCAAAGTGCCATCTCGGTTTAATTCGGT 21 Lf1, Lf3 Rezagada 15307 Si Si Si
ACTAAAATCGTTCTCAATGAGTTGTGACAC 22 Lf1, Lf3 Rezagada 15022 Si No Si
AAAGCGAGGCTGGTGGCTTTGAAATCTAAC 23 Lf3 Lider 35440 Si Si Si
GTACACGCTGGAAGTGTAGAAAGTACACGGG 24 St2 Lider 27397 No Si Si
CATATAAGATAGTTTGTCAACACTTACGA 25) St2 Rezagada 24129 No No Si

Se ubicaron en el genoma del fago p107 25 espaciadores, contenidos en el locus CRISPR 1 de
las siguientes 29 cepas; 11L, 19, Diag9, EL, En5, En10, F81, Pot, TH4, 11CH, Fcia3, G72, Stsac2,
Crl, En8, CHE102, Tma, St43, En7, 30, Lf505, Lf507, St309, En24, Lf1, Lf3, St2 y T.

Del total de los 25 espaciadores E6, E7, E12, E13, E20 y E25 se encuentran en regiones que

codifican para proteinas hipotéticas y E23 se encuentra en una regién intergénica.

En el caso de este fago solamente la cepa Crl que presenta el espaciador E14, adquiriria

resistencia, ya que este espaciador es el Unico que cumple con los requisitos necesarios.

Por lo tanto el espaciador 14 contenido en el locus CRISPR 1 es el Unico capaz de conferir

resistencia ante el fago p107.
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Figura 17. Representacion esquemdtica de los espaciadores del locus CRISPR 1 en el genoma core del bacteriéfago de
S.thermophillus p128. Los espaciadores (E) estdn numerados del 1 al 19. En lila se representan las proteinas estructurales, en
verde las proteasas, en celeste proteinas del modulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 12. Cuadro de referencias de la figura 17. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en
amarillo se marcan aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables.

Espaciador N° de Posicion Mutacién Mutacién Mutacién

espaciador alternativa secuencia PAM
semilla

GAAGCTCATCATGTTAAGGCTAAAACCTAT 1 11L, 19, Lider 26674 No No Si
Diag9,
EL, En5,
En10,
F81, Pot,
TH4,
En24,T

AACTACCAAGCAAATCAGCAATCAATAAGT 2 11L, 19, Lider 4686 Si Si Si
Diag9,
EL, En5,
En10,
F81, Pot,
TH4

CCAAATTTGCATTAAACAAAACGCTCCTTC 3 11CH, Rezagada 15077 Si Si Si
Fcia3,
G72,
Stsac2

TAAGAAACCTGTCGGAGAAGCTAAAAGCGG 4 11CH, Lider 12183 No Si Si
Fcia3,
G72

TAAGAAACCTGTCGGAGAAGCTAAAAGAGG 5 Stsac2 Lider 12183 No Si Si

TGGTTCTACACCTCAAACGGTGAGTGCATG 6 Stsac2 Lider 23186 Si No No

TGCTGAACGTATCTGTCCACTGTGTGGCCA 7 Crl Lider 27456 Si No Si

CCAAATTTGCATTAAACAAAACGCTCCTTC 8 Crl Rezagada 15078 Si No No

AGAAGCACCTCTTGCGTTGATAAAAGTATT 9 Ens, Lider 28631 Si No No
CHE102,
Tma,
St43

ATCTCTGACGCTACCATGTCATAGGTCATA 10 Ens, Rezagada 16450 No No Si
CHE102,
Tma,
St43

AGAAGTCACTCGTGAGAAACACTACTCAAA 11 En7,36 Lider 6808 Si Si No

CTTCAAAGTGCCATCTCGGTTTAATTCGGT 12 Lf1, Lf3 Rezagada 15617 Si Si Si
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En la representacion del genoma de p128 se localizaron 12 espaciadores diferentes, presentes
en 24 cepas, que se nombran a continuacion; 11L, 19, Diag9, EL, En5, En10, F81, Pot, TH4,
11CH, Fcia3, G72, Stsac2, Crl, En8, CHE102, Tma, St43, En7, 36, En24, Lf1, Lf3 y T.

Del total de los 11 espaciadores E12 se sitla en una regidon que codifica para proteinas
hipotéticas.

Se encontraron 3 espaciadores, E6, E8 y E9, que cumplen con todos los requisitos segun
Semenova [29] para otorgarle resistencia a las cepas que los contengan. Por lo tanto las cepas
StSac2, Cr1, En8, CHE102, Tma y St43 serian resistentes al fago p128, debido a que tienen

algunos de estos espaciadores en su locus CRISPR 1.
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Analisis para el locus CRISPR 3

Figura 18: Representacion esquemadtica de los espaciadores del locus CRISPR 3 en el genoma core del bacteriéfago de S.thermophillus
p53. Los espaciadores (E) estdn numerados del 1 al 18. En lila se representan las proteinas estructurales, en verde las proteasas, en
celeste proteinas del médulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 13. Cuadro de referencias de la figura 18. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en amarillo
se marcan aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables.

Espaciador N° de Hebra Posicion Mutacién Mutacién Mutacién

espaciador alternativa secuencia PAM
semilla

_ 1 Cva53, Crl Rezagada 30906 No No No
TAACGGTGAGCCAATCAAAAAATACTTCAC 2 Diag9 Lider 9020 Si No Si
TTATATAAAATCGTGCTACGGGCGTTTTAT 3 Diag9 Rezagada 34142 Si Si No
CTCATATTCGTTAGTTGCTTTTGTCATAAA 4 Diag9, En24, Hn, Rezagada 14679 Si No No

Lf1, Pot, St175, T,
19, Diag5, EL, En5,
En10, F81, Lf2,
Lf3, 11L, TH4,
Daig12, Diag2

ATACTTACGATGGCGAAGATTACAACTATAG 5 En24, Lf1, St175, Lider 13759 Si Si No
En5, F81, Lf2, Lf3,
11L, Diag2

TGAATCTTCTAACTTTAACTCAGTTGTTAC 6 En24, Lf1, St175, Lider 29589 Si Si No
St176, St179, En5,
F81, Lf2, Lf3,
Diag2, Lf507, 11L,
Lf502

AAACAAAGCCGAAGCCTTGGTAAGTAGCGA 7 Lf1, Lf2, L3 Lider 15160 No No No

TGATGAAAACAACATTACAGACACTGGTGA 8 Fcia3, 3, 11CH, Lider 22825 No Si No
Fcia2, G72, StSac2

TATCTCTCTTTTAACGACAGATGGTTTTTT 9 St307, St309 Rezagada 20584 Si Si No
CGGACAGCGATAAATACACTCTATACAGAGA 10 $t307, 5t309 Lider 32507 Si No i
CCAAAGAATGGACCATCTTAATGAGAATAT 11 En8 Lider 21784 Si Si Si
AAGCGATGAAGCAAATGCAAGGCGGTCCGT 12 36, Ené, 5t62 Lider 4673 No No i
TTTTATTTTTTTTTAGTTTTCGTGGTCTAT 13 36, Ené, St62 Rezagada 22960 Si No Si
TACATTCTTTGTCATTGACGTGGACATGCA 14 36, Ené, St62 Lider 28097 No No No
TTGGATTGTTTGATTCCACCCTAGCACACT 15 st2 Lider 19087 Si Si No
TATTAAAGGTCCACAAAGCCTTTCAACTG 16 TA Lider 8582 Si No No
GGGTGAAAACCCTAATAATACCACATTGA 17 TA Lider 5097 Si No No
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AAAATCATCTAAATACATGTGTGTAACAAG 18 TA Rezagada 16022 No Si No

En la representacion del genoma del bacteriéfago p53, se lograron ubicar 19 espaciadores del
locus CRISPR 3, pertenecientes a las siguientes 38 cepas; Cva53, Diag9, En24, Fcia3, Hn, Lf1,
Pot, St175, St176, St179, T, 3, 11CH, 19, Crl, Diag5, EL, En5, Enl0, F81, Fcia2, G72, Lf2, Lf3,
Lf507, St309, Stsac2, En8, 11L, Diag2, TH4, 36, En6, St62, Diagl2, Lf502, St2, y TA.

Del total de los 18 espaciadores E1, E10, E11, E14, se ubicaron en regiones que codifican para
proteinas hipotéticas. Los espaciadores E4, E7, E16 y E17 se ubican en regiones conservadas
gue codifican para proteinas estructurales y a la vez cumplen con todas las condiciones para

brindarle resistencia a las cepas que los contengan.

En conclusion, las cepas Cva53, Crl, 36, En6 y St62 presentarian resistencia en su locus CRISPR
3 aunque de manera menos eficientes que las cepas Diag9, En24, Hn, Lf1, Pot, St175, T, 19,
Diag5, EL, En5, En10, F81, Lf2, Lf3, 11L, Diag2, TH4, Daigl2, Lf1 y TA, ya que éstos contienen
los espaciadores situados en la regiones conservadas. Adema3s, la cepa TA seria la que presente
mejor resistencia en el locus CRISPR 3 ante el fago p53 ya que contiene dos de los espaciadores

gue se encuentran en la region mas conservada del genoma.
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Figura 19. Representacion esquematica de los espaciadores del locus CRISPR 3 en el genoma core del bacteriéfago de S.thermophillus p73. Los
espaciadores (E) estan numerados del 1 al 30. En lila se representan las proteinas estructurales, en verde las proteasas, en celeste proteinas del
modulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 14: Cuadro de referencias de la figura 19. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en amarillo se marcan
aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables.

Espaciador N° de Posicion Mutacion Mutacion Mutacion
espaciador alternativa secuencia PAM
semilla
TTCTCTCAAAGTGTTGAGAAGTCCCTTTAA 1 Cva53, Crl Rezagada 30729 No No No
TAGCTAAACAATCGGCTAGCGAGGATATAG 2 Cva53, Crl Lider 31195 No Si Si
TTTCCAATGCCGTGATGGTTTTCGTCAGGA 3 Cva53, Crl Rezagada 15523 Si No Si
TATCCCAGAGAATGGAAGAACAATTATAGA 4 Cvas3, Crl Lider 26470 Si No No
TAACGGTGAGCCAATCAAAAAATACTTCAC 5 Diag9 Lider 7665 Si No Si
TTATATAAAATCGTGCTACGGGCGTTTTAT 6 Diag9 Rezagada 36640 Si Si No
CTCATATTCGTTAGTTGCTTTTGTCATAAA 7 Diag9, En24, Hn, Lf1, Pot, St175, T, Rezagada 13324 Si Si No
19, Diag5, EL, En5, En10, F81, Lf2,
Lf3,11L,Diag2, TH4 , Diag12
TCTGACGGTTAGATATGATTTTACTGGTAA 8 En24, Lf1,5t175, En5, F81, Lf2, Lf3, Lider 21013 No Si No
11L, Diag2

TGATGGACGAGACGGTATTCCAGGAAAACC 9 En24, St175, En5, F81, 11L, Diag2 Lider 17995 Si Si No
ATCAATTTCATCTTGTATGTCTTCAATTGC 10 Fcia3, 3, 11CH, Fcia2, G72, Stsac2, Rezagada 18701 Si No No
AAACAAAGCCGAAGCCTTGGTAAGTAGCGA 11 Lf1, Lf2, Lf3 Lider 13805 No No No
GAGGACTTCAGCCTTGAAGCTGAATATATC 12 Pot, Diag12 Lider 29191 Si No Si
AGGACTTCAGCCTTGAAGCTGAATATATC 13 Pot Lider 29192 Si No Si
GAATTTGCTTGAAGGGACTAAAGACTTTAG 14 St175, 11L, Diag2 Lider 17248 No Si No
CTTCTTAAAATTGAATAATTCGAAGTACAT 15 St307, St309, St2 Lider 27673 Si No No
TTCTAAGTCAAAAGAATATGATGCTAGTGG 16 S$t307, St309 Lider 21274 Si No Si
ATTTGGGGTATTTAGTTGCACTCCGTACAT 17 En8 Rezagada 27612 Si Si No
AAGCGATGAAGCAAATGCAAGGCGGTCCGT 18 36, EnG, St62 Lider 3318 No No Si
TTTTATTTTTTTTTAGTTTTCGTGGTCTAT 19 36, En6, St62 Rezagada 23205 Si Si Si
GTATTTTTTACAAATGGCTAACATGAACTT 20 36, En6 Rezagada 25474 Si No No
GGTCCAAAGGTATTTCCCTTTAATTAAAGT 21 36, En6 Rezagada 16559 Si Si No
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GTATTTATTACAAATGGCTAACATGAACTTG 22 St62 Rezagada 25474 Si Si
GAGGACTTCAGCCTTGAAGCTGAATATATC 23 Pot, Diag12 Lider 29191 Si No
TTGGATTGTTTGATTCCACCCTAGCACACT 24 St2 Rezagada 19437 Si Si
TATTAAAGGTCCACAAAGCCTTTCAACTG 25 TA Lider 7227 Si No
TCCTAGCGATTACTCATGGACACTTGTAA 26 TA Lider 17092 Si Si
GGGTGAAAACCCTAATAATACCACATTGA 27 TA Lider 3742 Si No
AAAATCATCTAAATACATGTGTGTAACAAG 28 TA Rezagada 14667 No Si
CAACCCAGACATGAATGTCATTAGATATGT 29 TA Lider 19192 Si Si

En el genoma del fago p73 se hallaron 30 espaciadores, que se encuentran en las 34 cepas
siguientes; Cva53, Diag9, En24, Fcia3, Hn, Lf1, Pot, St175, T, 3, 11CH, 19, Crl, Diag5, EL, En5,
En10, F81, Fcia2, G72, Lf2, Lf3, St309, Stsac2, En8, 11L, Diag2, TH4, 36, En6, St62, Diagl2,St2 y
TA.

De los 30 espaciadores E1, E2, E4 E16 y E20 se encuentran en regiones que codifican para

proteinas hipotéticas y E15y E17 en regiones intergénicas.

Por otro lado los espaciadores E10, E11, E25 y E27 estan situados en regiones conservadas, las
cuales codifican para proteinas estructurales y a su vez no tienen mutaciones en sitios
relevantes, por ende, aquellas cepas que los adquirieran contarian con una mejor resistencia
en su locus CRISPR 3 ante el fago p73. Las cepas son las siguientes; Fcia3, 3, 11CH, Fcia2, G72,
Stsac2, Lf1, Lf2, Lf3 y TA.

Finalmente, la cepa TA seria la que presente mejor resistencia en el locus CRISPR 3 ante el fago
p73 ya que contiene dos de los espaciadores que se encuentran en la region mas conservada
del genoma, mientras las demas cepas solamente presentan uno u otros espaciadores

ubicados en regiones menos conservadas.
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Figura 20. Representacion esquematica de los espaciadores del locus CRISPR 3 en el genoma core del bacteriéfago de
S.thermophillus p93. Los espaciadores (E) estan numerados del 1 al 25. En lila se representan las proteinas estructurales, en verde
las proteasas, en celeste proteinas del médulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 15. Cuadro de referencias de la figura 20. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en amarillo se
marcan aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables

Espaciador N° de Hebra Posicion Mutacién Mutacién Mutacién
espaciador alternativa secuencia PAM
semilla
TTCTCTCAAAGTGTTGAGAAGTCCCTTTAA 1 Cva53, Crl Rezagada 32683 No No No
TAGCTAAACAATCGGCTAGCGAGGATATAG 2 Cva53, Crl Lider 33148 No Si Si
GCTATGATGACTTGCTCAGTATGTTTAGTT 3 Cva53, Crl, En8 Lider 2138 Si Si No
AGTCCAAAGGTATTTCCCTTTAACCAAAGC 4 Fcia3, 3, 11CH, Fcia2, Rezagada 17489 Si No Si
G72, Stsac2
GAGGACTTCAGCCTTGAAGCTGAATATATC 5 Pot, Diag12 Lider 31144 Si Si Si
AGGACTTCAGCCTTGAAGCTGAATATATC 6 Pot, Diag12 Lider 31145 Si Si Si
TCTTATCGGTATATTTTAGCACTACGGTAT 7 St307, St309 Rezagada 7326 No Si Si
AACGACTGCACAGCGGCAGTATGGGTGAAT 8 St307, St309 Rezagada 4532 Si No No
GTACACGCTCACTTTAATGGGTCGGGTGGT 9 St307, St309 Lider 19828 No No No
CTCAATCTAATAAATGGATTCGGAAAGACC 10 St307, St309 Lider 16716 No Si Si
TTCTAAGTCAAAAGAATATGATGCTAGTGG 11 St307, St309 Lider 21642 Si No Si
ATTTGGGGTATTTAGTTGCACTCCGTACAT 12 En8 Rezagada 29523 Si Si No
TATTTCGAGCTCGCTCTAACAGTTTTTTGT 13 En8 Rezagada 9601 No No No
CCAAAGAATGGACCATCTTAATGAGAATAT 14 En8 Lider 22440 Si Si No
ATGGCTTAAAGATAATCACGATGACATCAT 15 36, En6, St62 Lider 2566 Si Si No
GTATTTTTTACAAATGGCTAACATGAACTT 16 36 Rezagada 27054 No No No
GGTCCAAAGGTATTTCCCTTTAATTAAAGT 17 36, En6, St62 Rezagada 17489 Si Si Si
TTCATTTCTTCCTCAACCTCATACCCAAAC 18 36, EnG, St62 Rezagada 35122 Si Si No
GTAATTTTTACACATGGCTACAATGAACTT 19 En6 Rezagada 27054 Si Si No
GTATTTATTACAAATGGCTAACATGAACTTG 20 St62 Rezagada 27054 Si Si No
GGTCCAATGGTATTTCCCTTTAATTAAAGT 21 St62 Rezagada 17489 Si Si Si
TTGGATTGTTTGATTCCACCCTAGCACACT 22 St2 Rezagada 19741 Si No No
TGATCGGATTTATTTAGAGTATCGCACC 23 St2 Lider 39542 Si Si No
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ATTGACCTATTCAATGTATGGGTCACGTAA 24 TA Lider 22837 No Si

GGGTGCTGATATGTCTACCTCTGGTGGAGC 25 TA Lider 23052 No Si

Se localizaron en el genoma del fago p93 25 espaciadores distribuidos en las siguientes 18
cepas: Cvab3, Fcia3, pot, 3, 11CH, Cr 1, Fcia2, G72, St307, St309, Stsac2, En8, 36, En6, St62,
Diagl2, St2 y TA.

Los E1, E2, E7, E11, E13, E14, E15, E18 y E23 se localizaron en regiones que codifican para

proteinas hipotéticas y E12 en una regidn intergénica.

Por otro lado los espaciadores E8, E9, E16 y E22 se sitlan en regiones conservadas del genoma
y a su vez son capaces de brindarle resistencia a las cepas que los porten, que son: St307,

St309, 36 y St2.

En conclusién, las cepas Cva53, Crl, y En 8 presentarian resistencia otorgada por su locus
CRISPR 3 aunque de manera menos eficiente que las cepas St307, St309, 36 y St2. Las cepas
St307 y St309 serian las mas resistentes ya que poseen dos de los espaciadores 6ptimos,

mientras el resto de las cepas presentan solamente uno.
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Figura 21. Representacion esquematica de los espaciadores del locus CRISPR 3 en el genoma core del bacteriéfago de
S.thermophillus p107. Los espaciadores (E) estan numerados del 1 al 18. En lila se representan las proteinas estructurales, en verde
las proteasas, en celeste proteinas del médulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 16. Cuadro de referencias de la figura 21. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en amarillo se
marcan aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables

Espaciador N° de Posicion Mutacién Mutacién Mutacién
espaciador alternativa secuencia PAM
semilla
CTCATATTCGTTAGTTGC GTCATAAA 1 T, St175, Pot, Rezagada 13164 Si Si No
Lf1, Hn, En24,
En5, F81, Diag9,
Diag12, 11L,
Diag2
TGATGGACGAGACGGTATTCCAGGAAAACC 2 St175, En24 lider 28213 No No No
En5, F81, 11L,
Diag2
ATACTTACGATGGCGAAGATTACAACTATAG 3 St175, Lf1 En24 lider 12247 Si Si No
En5, F81, 11L,
Diag2
TGATGAAAACAACATTACAGACACTGGTGA 4 Fcia3, 3, Stsac2, lider 23583 No Si No
11CH, G72,
Fcia2
AGTCCAAAGGTATTTCCCTTTAACCAAAGC 5 Fcia3, 3, Stsac2, Rezagada 16426 Si Si No
11CH, G72,
Fcia2, 36, En6,
St62
TTATATAAAATCGTGCTACGGGCG AT 6 Diag9 Rezagada 36839 Si Si No
CTGAACTTAAAACTGACGTATCTAACATCG 7 36, En6, St62 Lider 36649 No No No
AAGCGATGAAGCAAATGCAAGGCGGTCCGT 8 36, En6, St62 Lider 3351 No No Si
TTTTATT TTTAGTTTTCGTGGTCTAT 9 36, En6, St62 Rezagada 23718 No Si Si
GGTCCAAAGGTATTTCCCTTTAATTAAAGT 10 Fcia3, 3, Stsac2, Rezagada 16426 Si Si No
11CH, G72,
Fcia2, 36, En6,
St62
CTCATATTCGTTAGTTGC GTCATAAA 11 T, St175, Pot, Rezagada 13164 Si Si No
Lf1, Hn, En24,
En5, F81 Diag9,
Diag12, 11L,
Diag2
CTTCTTAAAATTGAATAATTCGAAGTACAT 12 St2 Lider 26840 Si Si No
TTGGATTGTTTGATTCCACCCTAGCACACT 13 St2 Rezagada 18819 Si No No
TATTAAAGGTCCACAAAGCCTTTCAACTG 14 TA Lider 7260 Si No No
GGGTGAAAACCCTAATAATACCACATTGA 15 TA Lider 3775 Si No No
AAAATCATCTAAATACATGTGTGTAACAAG 16 TA Rezagada 14507 No Si No
ATTGACCTATTCAATGTATGGGTCACGTAA 17 TA Lider 21912 No Si No
GGGTGCTGATATGTCTACCTCTGGTGGAGC 18 TA Lider 22128 Si No No

En la secuencia gendmica del fago p107 se localizaron 18 espaciadores distribuidos en las
siguientes 21 cepas diferentes; T, 11L, Diag2, St175, Pot, Lf1, Hn, Fcia3,Stsac2, 11CH, G72,
Fcia2, En24, En5, F81, Diag9, 36, En6, St62, Diagl2, St2 y TA.
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De todos los espaciadores localizados E6, E7 y E12 estdn en regiones que codifican para

proteinas hipotéticas.

Los espaciadores E2, E13, E14, E15 y E18 estan situados en regiones conservadas del genoma y
a su vez cumplen con todas las condiciones para brindar resistencia a las cepas que los
contengan. Por lo tanto las cepas 11L, Diag2, St175, En24, En5, F81, St2 y TA presentarian una
mayor resistencia ante el fago p107. Aunque la cepa TA seria la mas resistente ya que contiene

tres de los mejores espaciadores.
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Figura 22. Representacion esquematica de los espaciadores del locus CRISPR 3 en el genoma core del bacteriéfago de
S.thermophillus p128. Los espaciadores (E) estan numerados del 1 al 22. En lila se representan las proteinas estructurales, en verde
las proteasas, en celeste proteinas del médulo de procesamiento de ADN y en purpura las proteinas hipotéticas.

Tabla 17. Cuadro de referencias de la figura 22. Se resaltan en color aquellos espaciadores capaces de brindar resistencia, en amarillo se
marcan aquellos que se ubican en regiones poco variables y en lila aquellos que se encuentran en regiones variables

Espaciador N° de Posicion Mutaciéon Mutacion Mutacién
espaciador alternativa secuencia PAM
semilla

Cva53, Crl Rezagada 31027

TGTTTGGGAAACCGCAGTAGCCATGATTAA 2 Diag9, En24, Lider 10536 No No No
Hn,Lf1, Pot, En5,
F81, Lf2, Lf3, 11L

TAACGGTGAGCCAATCAAAAAATACTTCAC 3 Diag9 Lider 8000 Si No Si

TTATATAAAATCGTGCTACGGGCG AT 4 Diag9 Rezagada 34496 Si Si Si

CTCATATTCGTTAGTTGCTTTTGTCATAAA 5 Diag9, En24, Rezagada 13468 No No No
Hn,Lf1, Pot,
St175,T, 19,
Diag5, EL, En5,
En10, F81, Lf2,
Lf3, 11L, TH4,
Diag12, Diag2
ATACTTACGATGGCGAAGATTACAACTATAG 6 En24, Lf1, St175, Lider 12548 Si Si No
En5, F81, Lf2, Lf3,
11L, Diag2
TGAATCTTCTAACTTTAACTCAGTTGTTAC 7 En24, Lf1, St175, Lider 29826 Si No No
St176, St179,
En5, F81, Lf2, Lf3,
Lf507, 11L, Lf502,

Diag2
TATGCAAGTAAAGGAATATGCTTTATATAA 8 Hn, T, Diag5, Lider 31434 No No No
En10, TH4
AAACAAAGCCGAAGCCTTGGTAAGTAGCGA 9 Lf1, Lf2, Lf3 Lider 13949 No No No
TATCTCTCTTTTAACGACAGATGGTTTTTT 10 St307, $t309 Rezagada 19982 Si No Si
GTACACGCTCACTTTAATGGGTCGGGTGGT 11 St307, St309 Lider 18562 Si No No
TTCTAAGTCAAAAGAATATGATGCTAGTGG 12 St307, St309 Lider 20360 Si No No
CGGACAGCGATAAATACACTCTATACAGAGA 13 St307, $t309 Lider 32961 No Si Si
AATCAGCAAATAACACTGACAACTATCCCA 14 En8 Lider 18619 No No No
CTGAACTTAAAACTGACGTATCTAACATCG 15 36, Ené, St62 Lider 34306 Si No Si
AAGCGATGAAGCAAATGCAAGGCGGTCCGT 16 36, Ené, St62 Lider 3653 No No Si
TACATTCTTTGTCATTGACGTGGACATGCA 17 36, Ené, St62 Lider 28334 No No No
TGATCGGATTTATTTAGAGTATCGCACC 18 st2 Lider 33116 Si No No
TATTAAAGGTCCACAAAGCCTTTCAACTG 19 TA Lider 7563 Si No No
GGGTGAAAACCCTAATAATACCACATTGA 20 TA Lider 4077 Si No No
ATTGACCTATTCAATGTATGGGTCACGTAA 21 TA Lider 21586 No Si No
GGGTGCTGATATGTCTACCTCTGGTGGAGC 22 TA Lider 21803 Si Si No
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En la representacién gendmica del fago p128 se ubicaron 23 espaciadores para CRISPR 3,
distribuidos en las siguientes 32 cepas; Cva53, Diag9, En 24, Hn, Lf1, Pot, St175, St176, St179,
T, 19, Crl, Diag5, EL, En5, En10, 81, Lf2, Lf3, Lf507, St307, St309, En8, 11L, Diag2, TH4, 36, En6,
St62, Diagl2, Lf502, St2, Diag2 y TA.

De los 22 espaciadores encontrados E1, E8, E12, E13, E17 y E18 que se sitlan en regiones que

codifican para proteinas hipotéticas.

Los espaciadores E2, E5, E7, E9, E11, E14, E17, E19 y E20 se ubican en regiones conservadas y
también cumplen con los requisitos para brindar resistencia a las cepas que los contengan. Se
trata de las cepas Diag9, En24, Hn,Lf1, Pot, En5, F81, Lf2, Lf3, 11L, Diag2, Diag9, En24, St175, T,
19, Diag5, EL, En10, TH4, Diagl2, En24, St176, St179, Lf507, Lf502, St307, St309, En8, 36, En6,
St62 y TA.

Las cepas Lf2, Lf3 y En 24 contienen tres de los mejores espaciadores, por lo tanto presentarian

mejor resistencia ante el fago p128.

En la tabla 18 se compara la resistencia obtenida por métodos experimentales y
bioinformaticos de las cepas ante cada fago, la informacion del locus en que esta contenido el
espaciador y si se encuentra ubicado en una regidén conservada o variable en el genoma del
fago. Los espaciadores que se tomaron en cuenta, fueron aquellos que no presentaron

mutaciones en la secuencia semilla ni en el motivo PAM.
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Tabla 18. Comparativo entre los datos bioinformaticos y experimentales. Se indica en que locus se encuentra el espaciador
adquirido (CRISPR 1 y/o CRISPR 3), (+)y (-) si el mismo se encuentra en una region conservada o variable respectivamente y en lila
se sefialan las cepas que muestran discrepancias entre los dos métodos.

Datos bioinformaticos Datos experimentales
p53 p73 p93 p107 p128 p53 p73 p93 p107 p128
TH4 CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) + - - - -
CHE102 CRISPR1(+)  CRISPR1 (+) - - CRISPR 1 (+) - - - + -
Diag2 CRISPR 3 (+) - - CRISPR3 (+)  CRISPR 3 (+) - + - - -
Ené CRISPR3(-)  CRISPR3 () - CRISPR3(-)  CRISPR 3 (+) - - - + -
St307 - CRISPR3(-)  CRISPR 3 (+) - CRISPR 3 (+) + - - - -
St sac2 - CRISPR 3 (+) - - CRISPR 1 (+) - - - - -
En8 CRISPR1(+) CRISPR1(+)  CRISPR3(-) - CRISPR 1 (+) - - - + -
CRISPR 3 (+)
Cva53 CRISPR3(-)  CRISPR3(-)  CRISPR3(-) - CRISPR 3 (-) - - - - -
Fcia3 - CRISPR 3 (+) - - - - - -
Lf3 CRISPR3 (+)  CRISPR 3 (+) - - CRISPR 3 (+) - - - - -
T CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) + - - - -
Diag 12 CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) - - - - -
LF 507 - - - - CRISPR 3 (+) - - - - -
St2 - CRISPR3(-)  CRISPR3(+)  CRISPR3(+)  CRISPR3 () - - - - -
19 CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) + - - - -
11CH - CRISPR 3 (+) - - - - - - - -
G72 - CRISPR 3 (+) - - - - - - - -
Crl CRISPR1(+) CRISPR3(-) CRISPR3(-)  CRISPR1(+)  CRISPR1(+) + - - + -
CRISPR 3 () CRISPR 3 ()
Diag 9 CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) + - - - -
St62 CRISPR 3 () - - CRISPR3(-)  CRISPR 3 (+) + - - - -
Pot CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) + - - - -
3 - CRISPR 3 (+) - - - - - - + -
En24 CRISPR 3 (+) - - CRISPR3 (+)  CRISPR 3 (+) - - - + -
St179 - - - - CRISPR 3 (+) - - - + -
St43 CRISPR 1 (-) - - - CRISPR 1 (+) - - - + -
Lf1 CRISPR3(+)  CRISPR3 (+)  CRISPR 1 (+) - CRISPR 3 (+) - - - - -
Lf2 CRISPR3 (+)  CRISPR 3 (+) - - CRISPR 3 (+) - - - - -
Fcia2 - CRISPR 3 (+) - - - - - - - -
St309 - CRISPR3(-)  CRISPR 3 (+) - CRISPR 3 (+) - - - - -
Hn CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) - - - - -
Lf502 - - - - CRISPR 3 (+) - - - - -
TA CRISPR 3 (+)  CRISPR 3 (+) - CRISPR3 (+)  CRISPR 3 (+) - - - - -
St176 - - - - CRISPR 3 (+) - - - - -
En5 CRISPR 3 (+) - - CRISPR 3 (+)  CRISPR 3 (+) + + - + -
Diag 5 CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) + - - - -
F81 CRISPR 3 (+) - - CRISPR3 (+)  CRISPR 3 (+) - + - - -
1L CRISPR 3 (+) - - CRISPR3 (+)  CRISPR 3 (+) - + - - -
EL CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) + - - - -
St175 CRISPR 3 (+) - - CRISPR3 (+)  CRISPR 3 (+) - - - - -
En10 CRISPR 3 (+) - - - CRISPR 3 (+) + - - - -
36 CRISPR3(-)  CRISPR3(-) CRISPR3(+)  CRISPR3(-)  CRISPR 3 (+) - - - - +
Tma CRISPR 1 (-) - - - CRISPR 1 (+) - + - - -
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Analizando la tabla anterior se encuentran discrepancias para el bacteriéfago p53 entre los
resultados obtenidos experimentalmente y por andlisis informaticos. El cuarto espaciador
para p53 presenta tres mutaciones y segun Deveau 2008 basta con que presente una mutacion
para inactivar el espaciador [30]. Este espaciador esta presente en las cepas TH4, T, 19, Diag9,
Pot, En5, Diag5 y En10. En las demas cepas que no presentan mutaciones, el espaciador se
ubica en la hebra “antiparalela” afectando también la actividad del espaciador, de esta manera

se explicaria porque son resistentes al bacteriéfago experimentalmente (tabla 18) [30].

Para el caso del bacteriofago p107 el espaciador de la cepa Crl presenta mutaciones, por ende
este se encontraria inactivo [30] y los demds pertenecen al locus CRISPR 3. una explicacidn
podria ser luna alta concentracion de endolisinas fagicas en las suspensiones virales, que
podrian estar ocasionando falsos positivos en los spot test. Se realizaran nuevos experimentos

para confirmar que este no sea el caso.

La Unica inconsistencia real que se encontro son los espaciadores de la cepa 36 con respecto

al bacteriéfago p128.

Analizando ahora la actividad de los /oci, en el caso de la cepa TH4 su locus activo pareceria ser
CRISPR 3, pero se sabe que en realidad CRISPR 1 esta activo (Achigar, datos no publicados). Si
bien se hallaron espaciadores en CRISPR 1 para todos los bacteriéfagos, estos presentaban el
motivo PAM o la regidén semilla mutada y por ende no podrian adjudicarle resistencia a la cepa.
Para la cepa CHE102 no fue posible obtener el locus CRISPR 3 y CRISPR 1 esta incompleto.
CRISPR 1 podria ser el que se encuentra activo ya que ambos perfiles (experimental y
bioinformatico) de resistencia son similares, no se encontré mediante el analisis de los
espaciadores resistencia ante el fago p93 y esto se podria ser explicado porque el locus no

esta completo.

Para la cepa En6 se encontraron espaciadores en CRISPR 3 capaces de hacerla resistente ante
el fago pl07 y como se detalld anteriormente no concuerda con lo observado
experimentalmente, con lo cual puede ocurrir que CRISPR 1 sea el locus activo, pero al no

contar con su secuencia para esta cepa, no lo podemos afirmar.

En el caso de la cepa En8 hay correlacion entre ambos resultados y CRISPR 1 pareceria ser el

locus activo.

Para la cepa Lf3, pareceria que CRISPR 3 fuera su locus activo, a pesar de no encontrar

espaciadores adecuados contra los bacteriéfagos p93 y p107.

Para la cepa Diagl2, la secuencia para el locus CRISPR 1 no fue posible obtenerla y la secuencia

de CRISPR 3 esta incompleta. Segun los datos obtenidos hasta el momento los perfiles de

65



4. Resultados y discusion

resistencia van coincidiendo, y CRISPR 3 podria ser el que se encuentre activo, sin embargo, es

necesario contar con la informacion completa para poder afirmarlo.

Para la cepa St2 los dos locus se encuentran incompletos. Se podria predecir que CRISPR 3 es
su locus activo ya que se encontraron espaciadores capaces de conferir resistencia a los

bacteriofagos para los cuales se comprobo experimentalmente que es resistente.

La cepa St62 presenta ambos locus incompletos. Aunque CRISPR 3 presenta espaciadores, los
perfiles de resistencia no concuerdan, con lo cual CRISPR 1 podria ser el que se encontrara

activo.

Para la cepa St43, el locus CRISPR 1 estd incompleto y al locus CRISPR 3 no fue posible
obtenerlo. Con lo cual, aunque CRISPR 1 pareceria ser el que se encuentra activo, esto no se

puede afirmar ya que es necesario complementar la informacidn con los datos faltantes.

El Jocus CRISPR 3 estd completo para la cepa Lfl e incompleto para CRISPR 1. La cepa Lf2
también presenta CRISPR 3 completo, pero no se pudo obtener el locus CRISPR 1. Hay una gran
concordancia entre los resultados obtenidos por ambos métodos, con lo cual CRISPR 3 puede
ser el locus activo. Esto se puede reforzar ya que se ubican en el mismo cluster en CRISPR 3,

diferenciandose solo en un espaciador y comparten el mismo perfil de resistencia.

Con respecto a la cepa TA, sus dos locus estan incompletos, lo que explicaria por qué no se
encontraron espaciadores en CRISPR 3 contra el fago p93, que es la Unica diferencia que se

observa en las tablas. Por ende se podria establecer a CRISPR 3 como el locus activo.

Las cepas 11L, 19 y EL presentan el mismo Locus CRISPR 1 mientras que las cepas 19 y EL
tienen el mismo patron de resistencia la cepa 11L es diferente (tabla 7). Respecto al locus
CRISPR 3, las cepas 19, ELy 11L se encuentran en el mismo cluster (figura 12). Las cepas 19 y EL
se diferencian solamente en un espaciador, con lo cual seria coherente que sean resistentes a
los mismos bacteriéfagos. Por otro lado cepa 11L se diferencia en una mayor cantidad de
espaciadores, pudiendo presentar un patrdon de resistencia diferente. Dado que el CRISPR 1 es
idéntico el locus CIRPSR 3 seria el que proporciona el patrén de resistencia distinto, siendo el

mas variable.

Las cepas En5 y F81 tienen ambos locus idénticos pero difieren en el patrén de resistencia
(tabla 7). La cepa En 24 presenta el mismo locus CRISPR 3 que las cepas En5 y F81, y se ubica
en el mismo cluster en el locus CRISPR 1, pero su secuencia no se pudo obtener en su totalidad.
Mediante los resultados obtenidos por analisis bioinformatico (tabla 18) se podria estimar al
locus CRISPR 3 como activo, ya que ahi se encuentran los espaciadores capaces de brindarle

resistencia segun los criterios de Semenova [29] que hemos considerado y explicaremos mas
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adelante. Aunque si en efecto CRISPR 3 fuera el activo, las cepas tendrian que presentar el
mismo patrén de resistencia, lo que no se observa mediante los datos experimentales (tabla
8). Lo que puede estar ocurriendo con la cepa En5 es que el locus no esté funcionando por
algun motivo, por ejemplo por presentar mutaciones en alguna de las enzimas necesarias para

su funcionamiento.

Las cepas En10 y Pot presentan un mismo /ocus CRISPR 1 y se ubican en el mismo cluster en
CRISPR 3. Presentan resistencia ante todos los bacteriéfagos excepto contra p53 (tabla 8) y los
espaciadores adecuados se ubican en el locus CRISPR 3 (tabla 18) que en este caso es el mas

variable y activo.

Las cepas En7 y 36 tienen el mismo locus CRISPR 1. No podemos compararlas con el locus
CRISPR 3 ya que En 7 no fue posible obtener su secuencia completa. Para la cepa 36 segun el
estudio de los espaciadores el locus CRISPR 3 seria el mas variable y activo (tabla 18). Segun

datos experimentales el locus activo para la cepa En7 es CRISPR 1 [28]

Para las cepas St176, St179, Lf502 y Lf507 su locus CRISPR 3 es idéntico. Para las cepas St176 y
Lf502 no fue posible obtener su locus CRISPR 1 con lo cual no se puede predecir que locus sera
el que se encuentre activo. Las cepas St179 y Lf507 se ubican en diferentes clusters en CRISPR
1. La cepa St179 segun los ensayos experimentales es resistente a los bacteriofagos p53, p73,
p93 y pl128. Esta cepa tiene espaciadores en el locus CRISPR 1 contra todos estos
bacteriofagos, excepto para p128, pero todos presentan mutaciones en sus motivos PAM, con
lo cual, segun el criterio que hemos adoptado, los espaciadores encontrados en CRISPR 1 no

serian capaces de otorgarle resistencia a esta cepa (tablas 8-11).

Las cepas Diag2, 11Ly St175 su locus CRISPR 3 es idéntico. Las cepas 11L y St175 se encuentran
en el mismo cluster en el locus CRISPR 1. Sin embargo para la cepa Diag2 no fue posible
obtener este Locus. Las cepas Diag2 y 11L presentan el mismo patrén de resistencia, y esto se
observa tanto en los datos experimentales como bioinformaticos (tabla 18). La cepa St175
presenta el locus CRISPR 1 incompleto y ahi podria radicar la explicacién a su patréon de
resistencia diferente. Segun los datos experimentales Diag2 y 11L son resistentes a cuatro
bacteriofagos, mientras que St175 es resistente a cinco. Pero mediante el analisis
bioinformatico de estas tres cepas se encontrd resistencia solo contra 3. Los espaciadores
encontrados pertenecen al Locus CRISPR 3, por ende este podria ser el que se encontrase

activo.

Las cepas TH4, Hn, Diag5, En10 y T presentan el mismo locus CRISPR 3. Por otro lado las cepas

TH4, En10 y T se encuentran en el mismo cluster en CRISPR 1 y para las cepas Diag5 y Hn no
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fue posible obtener la secuencia para este locus. Exceptuando Hn el resto de las cepas
comparten el mismo perfil de resistencia y el locus CRISPR 3 es el que presentaria los
espaciadores capaces de otorgarsela (tabla 18). El locus CRISPR 1 es el que presenta mayor
variabilidad. Para el caso de Hn su patrdén de resistencia es diferente, y también se encontraron
espaciadores en el locus CRISPR 3, pero al no tener secuenciado el CRISPR 1 no se puede inferir
cual estard activo. En teoria tendria que ser este Ultimo, porque deberia ser el mas variable. En

el caso de la cepa TH4 se comprobd experimentalmente que CRISPR 3 es su locus activo.

Las cepas Cva53 y Crl presentan igual locus CRISPR 3 y varian en su perfil de resistencia. Para
la cepa Cva53 el locus CRISPR 3 presenta espaciadores capaces de otorgar resistencia, aunque
éstos se ubican en regiones variables en el genoma de los bacteriéfagos. Por otra parte, no es
posible saber que ocurre con respecto a CRISPR 1 ya que no se obtuvo la secuencia. La cepa
Crl tiene espaciadores tanto en CRISPR 1 como en CRISPR 3, pero los de CRISPR 1 se localizan
en regiones poco variables en el genoma de los bacteriéfagos, por lo tanto serian mas estables.
Por esta razon CRISPR 1 seria el locus activo, pero para afirmar esto seria necesario contar con

su secuencia para la cepa Cva53.

Las cepas St307 y St309 tienen el mismo /ocus CRISPR 3 pero no se sabe lo que ocurre con
respecto a CRISPR 1 ya que no fue posible obtenerlo para la cepa St307. Para ambas cepas se
encontraron espaciadores contra bacteriofagos en CRISPR 3 (tabla 18) pero ya que difieren en
el patrdn de resistencia, en teoria el locus activo tendria que ser CRISPR 1 ya que deberia ser el

mas variable.

Las cepas Fcia3, 3, Stsac2, 11CH, G72 y Fcia2 tienen el mismo locus CRISPR 3 y comparten el
mismo cluster en CRISPR 1, excepto la cepa 3 para la que no fue posible obtenerlo. Ya que
solamente la cepa 3 difiere en el patrén de resistencia, se podria suponer que CRISPR 1 es el
gue se encontraria activo, aunque se encuentran espaciadores en el Jocus CRISPR 3 capaces de

brindar resistencia a las cepas (tabla 18).

Por ultimo en la cepa Tma el locus CRISPR 1 se encuentra incompleto y a CRISPR 3 no fue
posible obtenerlo. Con lo cual, aunque se encontraron espaciadores en CRISPR 1 y esos
resultados coinciden con lo obtenido experimentalmente, al no contar con el locus CRISPR 3 no

se puede decir con precisidn cual se encontraria activo.

En la tabla 19 estan representados aquellos espaciadores que se consideran mejores para ser
utilizados para el mejoramiento de cepas de S. thermophilus, ya que estan ubicados en
regiones conservadas del genoma de los bacteridfagos, no tienen mutaciones en su region

semilla ni en su secuencia PAM y aunque algunas presentan mutaciones puntales (menos de 4)
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se encuentran fuera de estas regiones, permitiéndole a un mismo espaciador reconocer

bacteriofagos semejantes sin necesidad de aumentar el tamafio del cassette [29].

Tabla 19: Espaciadores candidatos para el mejoramiento de cepas S.thermophilus. (A) Para el locus CRISPR 1y (B) para el locus
CIRSPR 3. En lila se resaltan los espaciadores que se encontraron dos veces en el analisis, en naranja los que se encontraron 4
veces y sin marcar aquellos que no repiten.

Locus CRISPR1

GATGTAACCCAAACCTTTTTTGAGTTCTAC
TGCTGAACGTATCTGTCCACTGTGTGGCCA
TGGTTCTACACCTCAAACGGTGAGTGCATG
CCAAATTTGCATTAAACAAAACGCTCCTTC
AGAAGCACCTCTTGCGTTGATAAAAGTATT
AATGCTGTAAAACCACGGGCTCGCTTAAGA
ATACGCCCATTAGGACTGAAAAGCATAGAA
AGGCAGAAAAGAAGTATTTTGGTAAGTATG

Locus CRISPR3

CTCATATTCGTTAGTTGCTTTTGTCATAAA
AAACAAAGCCGAAGCCTTGGTAAGTAGCGA
TATTAAAGGTCCACAAAGCCTTTCAACTG
TATTAAAGGTCCACAAAGCCTTTCAACTG
GGGTGAAAACCCTAATAATACCACATTGA
ATCAATTTCATCTTGTATGTCTTCAATTGC
TGTTTGGGAAACCGCAGTAGCCATGATTAA
TGAATCTTCTAACTTTAACTCAGTTGTTAC
GTACACGCTCACTTTAATGGGTCGGGTGGT
AATCAGCAAATAACACTGACAACTATCCCA
TACATTCTTTGTCATTGACGTGGACATGCA
TATTAAAGGTCCACAAAGCCTTTCAACTG
AACGACTGCACAGCGGCAGTATGGGTGAAT
GTATTTTTTACAAATGGCTAACATGAACTT
TGATGGACGAGACGGTATTCCAGGAAAACC
TTGGATTGTTTGATTCCACCCTAGCACACT
GGGTGCTGATATGTCTACCTCTGGTGGAGC
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5. Conclusiones y perspectivas

A partir de las 50 cepas de S. thermophilus de la coleccién se lograron secuenciar los loci
completos CRISPR 1 para 10 cepas 'y CRISPR 3 para 32 cepas y secuenciar parcialmente los loci

CRISPR 1 para 25 cepas y CRISPR 3 para 6 cepas.

Se caracterizaron las cepas segun el contenido de los espaciadores de los locus CRISPR 1 vy
CRISPR 3, agrupandolas en 11 Clusters para CRISPR 1 (figura 11) y en 6 Clusters para CRISPR 3
(figura 12).

Se ubicaron en las secuencias gendmicas de los bacteridfagos uruguayos: p53, p93, p73, p128y
p107, los espaciadores de CRISPR 1 y CRISPR 3 para todas las cepas (figura 13-22). Tomando
como criterio lo descripto por Semenova, se seleccionaron los potenciales espaciadores

capaces de otorgar resistencia.

Mediante analisis comparativos de los datos bioinformaticos y experimentales de los patrones
de resistencia (tabla 18) se predijo cual o cuales de los locus estan activos para cada cepa de S.

thermophilus estudiada.

Se seleccionaron aquellos espaciadores que se consideran mejores para ser utilizados en el
mejoramiento de cepas de S. thermophilus. Los criterios considerados fueron los siguientes:
espaciadores ubicados en regiones conservadas del genoma de los bacteriéfagos, no poseen
mutaciones en su regidén semilla ni en su secuencia PAM y aunque algunas presentan
mutaciones puntuales (menos de 4) se encuentran fuera de estas regiones, permitiéndole a un
mismo espaciador reconocer bacteriofagos semejantes sin necesidad de aumentar el tamafo
del cassette. Al observarse inconsistencias entre los datos bioinformaticos y experimentales, el

criterio elegido de Semenova 2011 no seria el mas adecuado para nuestro estudio.

Como perspectiva de trabajo se deberian disefar primers internos para aquellas cepas para las
que no se lograron secuenciar los locus CRISPR de manera de completar adecuadamente la

caracterizacion de las cepas de S. thermophilus de la coleccidn estudiada.
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